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1  Einleitung 
 
 
1.1 Die humane Plazenta 
 
Die humane hämochoriale Plazenta stellt eine komplexe und dynamische Schnittstelle 
zwischen embryonalem und maternalem Gewebe dar und reguliert die intrauterine 
Entwicklung des Embryos. Dabei nimmt sie viele verschiedene Funktionen ein, zu denen der 
Schutz des Embryos vor dem maternalen Immunsystem, die Versorgung mit Nährstoffen und 
Sauerstoff, und die Weiterleitung von toxischen Stoffwechselprodukten vom Embryo zur 
Mutter gehören. Die Versorgung des Embryos und die Ableitung von toxischen Substanzen 
kann durch die Modulation des maternalen arteriellen Gefäßsystems gewährleistet werden, 
welche durch die Invasion plazentarer Zellen in das maternale Gewebe, die Dezidua, erfolgt 
(Fisher et al., 2004). Diese Zellen modifizieren und erweitern die Spiralarterien der Mutter, so 
dass ein erhöhter Blutfluss mit geringerem Widerstand die Folge ist (s. 1.1.2). Um die 
Aufrechterhaltung einer gesunden Schwangerschaft zu gewährleisten, synthetisieren und 
sekretieren die plazentaren Zellen Hormone wie z.B. Östrogen und Progesteron in die 
maternale Blutzirkulation, wodurch der maternale Metabolismus zum Vorteil des Embryos 
beeinflusst wird (Georgiades et al., 2002). Die Sekretion des Hormon hPL (human placental 
lactogen) in die maternale und fötale Blutzirkulation stimuliert z.B. die IGF (insulin-like 
growth factor) -Produktion und moduliert den Metabolismus, welches zu einer erhöhten 
Verfügbarkeit von Glukose und Aminosäuren für den Fötus führt (Handwerger et al., 2000). 
 
 
1.1.1 Aufbau der humanen Plazenta 
 
Die Begrenzung der Plazenta zur Amnionhöhle bildet die fötale Chorionplatte, in der sich die 
fötalen umbilikalen Gefäße verzweigen und in die von der Chorionplatte ausgehenden 
Zottenbäume abzweigen (Leiser und Kaufmann, 1994). Die gegenüberliegende Begrenzung 
bildet die Dezidua basalis, bestehend aus dezidualisierten endometrialen Zellen und 
verschiedenen Arten von Immunzellen, zu denen Makrophagen, granuläre Lymphozyten und 
NK (natural killer) -Zellen gehören (Moffett-King, 2002; Sanguansermsri und Pongcharoen, 
2008). Der Raum zwischen Chorionplatte und Dezidua basalis, der intervillöse Raum, wird 
von maternalem Blut durchströmt und ist durch komplex verzweigte Zottenbäume ausgefüllt, 
welche die Hauptkomponente in der Plazenta darstellen. Manche der villösen Zotten sind 
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nicht in direktem Kontakt mit der Dezidua, andere sind als sog. Stammzotten an die Dezidua 
angelagert (s. Abb. 1.1). Die Chorion-Zotten, welche in ihrem Inneren aus einer Matrix aus 
mesenchymalen Zellen und fötalen Blutgefäßen bestehen, sind von einer epithelialen 
Trophoblast-Doppelschicht umgeben (s. Abb. 1.2). Diese Doppelschicht besteht aus den innen 
gelegenen Zytotrophoblastzellen und den außen gelegenen Synzytiotrophoblastzellen. Die 
Synzytiotrophoblastzellen formen die epitheliale Oberfläche der villösen Zotten und sind von 
maternalem Blut umgeben. Sie sekretieren u.a. Hormone wie hCG (human chorionic 
gonadotropin) und hPL (Lunghi et al., 2007). Die villösen Zytotrophoblastzellen proliferieren 
während der gesamten Schwangerschaft und fusionieren zu Synzytiotrophoblastzellen. Im 
Laufe der Schwangerschaft nimmt der Anteil an Zytotrophoblastzellen zunehmend ab. Der 
dritte Trophoblastzelltyp ist der nicht-proliferative, extravillöse Trophoblast (EVT), welcher 
in die Dezidua invadiert (Kaufmann und Burton, 1994). Die EVT-Zellen sind differenzierte 
Zytotrophoblastzellen, die durch die synzytiale Zellschicht ausbrechen und in das uterine 
Stroma als sog. Zellsäulen invadieren (Lunghi et al., 2007). 
 
 
Abb. 1.1: Aufbau der humanen Plazenta. (verändert nach Gray, 2004) 
 
 
1.1.2 Trophoblastinvasion 
 
Die Invasion der EVT-Zellen in die Dezidua ist abhängig von vielen verschiedenen Faktoren 
und wird u.a. von der Sauerstoffkonzentration in der Plazenta gesteuert (Genbacev et al., 
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1996, 1997). Während der frühen Schwangerschaft des ersten Trimesters - die 
Schwangerschaft ist in drei Trimester aufgeteilt und dauert im Normalfall 40 Wochen (1. 
Trimester: 1.-13. Schwangerschaftswoche (SSW); 2. Trimester: 14.-27. SSW; 3. Trimester: 
28.-40. SSW) - findet die Trophoblastdifferenzierung in einer Umgebung mit physiologischer 
Hypoxie (1-3% O2) statt (Rodesch et al., 1992; Jauniaux et al., 2000). Diese Hypoxie ist für 
die normale fötale und plazentare Entwicklung essentiell (Jauniaux et al., 2006; Cartwright et 
al., 2007), da der Fötus nur einen geringen Schutz gegen Sauerstoff-generierte Radikale 
aufweist (Caniggia et al., 1999). Zwischen der 10. und 12. SSW, wenn sich das maternale 
Blut in den intervillösen Raum ergießt, steigt der Sauerstoffgehalt an. Diese Erhöhung 
korreliert mit der Zeit der maximalen Trophoblastinvasion, während dessen die EVT-Zellen 
Zugang zu den maternalen Spiralarterien erhalten und diese zu Gefäßen mit einem geringeren 
Widerstand und einer erhöhten Durchflussleistung des Blutstroms transformieren. Die EVT-
Zellen, welche aus den Zytotrophoblasten hervorgehen, brechen aus dem Zellverband aus und 
wandern in Form von Zellsäulen in das Uterusstroma ein. Ausgehend von der Spitze der 
Zellsäule migrieren die Zellen zum Einen lateral um die „Trophoblast-shell“ zu bilden und 
zum Anderen longitudinal um tief in die Dezidua und später in das Myometrium zu 
invadieren, um die Endothelzellen der uterinen Spiralarterien als sog. endovaskulärer 
Trophoblast zu ersetzen (Brosens et al., 2002; Loregger et al., 2003) (s. Abb. 1.2).  
 
 
 
Abb. 1.2: Schema der Trophoblastinvasion. Schematischer Querschnitt 
einer Stammzotte. (verändert nach Kibschull et al., 2008) 
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Bei der Gefäß-Umgestaltung werden zunächst die glatten Muskelzellen der Spiralarterien 
zerstört und die EVT-Zellen, welche nun einen endothelialen Phänotyp annehmen, invadieren 
in das Lumen der Spiralarterien, wo sie die Endothelzellen ersetzen und somit das 
Gefäßlumen erweitern (Zhou et al., 1997a). Die Invasion der EVT-Zellen in die 
endometrialen Gefäße erfolgt ab der 8. SSW, wogegen die Invasion in die myometrialen 
Arterien erst ab der 14. SSW beginnt (Matijevic et al., 1995). 
Es gibt verschiedene positive Regulatoren der Trophoblastinvasion, zu denen u.a. die EGF-
Rezeptor-bindenden Wachstumsfaktoren EGF (epidermal growth factor) und TGF-β 
(transforming growth factor-β) gehören, sowie IGF-II und IL-1 (interleukin-1) (Bass et al., 
1994; Librach et al., 1994; Irving und Lala, 1995a). Die Trophoblastinvasion und die 
Differenzierung des Zytotrophoblasten entlang des invasiven Signalweges beinhalten eine 
Änderung der Oberflächen-Integrine, eine Änderung des Zell-Phänotyps zu einem 
endovaskulären Adhäsions-Phänotyp, Pseudovaskulogenese genannt, und die Produktion von 
Fibronektin, welches durch TGF-β reguliert wird (Caniggia et al., 2000a; Damsky et al., 1992, 
1994; Bischof et al., 1993). Integrine sind αβ-Heterodimere, Zelloberflächen-Rezeptoren, 
welche an die extrazelluläre Matrix (EZM) oder an Rezeptoren anderer angrenzender Zellen 
mit Hilfe von zweiwertigen Kationen binden können (Xiong et al., 2003). Die Bindung von 
Liganden an Integrine initiiert verschiedene Signalkaskaden und die Bildung von Zell-Matrix-
Adhäsions-Komplexen (Schuppan und Ocker, 2003). Integrine spielen eine wichtige Rolle bei 
verschiedenen Zell-Prozessen, zu denen u.a. Adhäsion, Migration, Proliferation und die 
Homoeostase der Zelle gehören (Lau und Lam, 1999; Yamada et al., 2003). Wenn die 
Trophoblasten die Zellsäulen verlassen und in die Dezidua einwandern, exprimieren sie den 
α1β1-Collagen/Laminin-Rezeptor und den α5β1-Fibronektin-Rezeptor. Die α6β4-Integrine 
können dann nicht mehr detektiert werden und die E-Cadherin-Expression, ein 
Adhäsionsprotein, ist stark vermindert (Damsky et al., 1992). Zudem konnte eine Beteiligung 
von Angiopoietin und deren Rezeptor Tie-2 nachgewiesen werden, welche die Proliferation 
und Migration von EVT-Zellen stimulieren (Dunk et al., 2000). Die EVT-Zellen regulieren 
MMPs (Matrix-Metallo-Proteinasen), α1β1-Integrine, VE-Cadherin, HLA (human leukocyte 
antigen)-C, -E und -G hoch, wobei HLA-G wahrscheinlich die Abstoßung des Föten 
verhindert (Librach et al., 1994; Lyall et al., 2001). Interstitielle Trophoblastzellen migrieren 
in das Myometrium und fusionieren zu den multinukleären Trophoblast-Riesenzellen 
(Moffett-King, 2002), welche, im Gegensatz zu malignen Trophoblastzellen, ihre Migrations- 
und Invasionsfähigkeit verlieren. Ihre veränderte Funktion wird als Schutzmechanismus 
verstanden, um eine tiefere Invasion der Zellen in das Myometrium zu verhindern. Neben den 
positiven Faktoren, gibt es negative Regulatoren wie TGF-β3, welcher die Trophoblast-
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invasion inhibiert. Bei normalen Schwangerschaften ist dieser Wachstumsfaktor zu Beginn 
der Schwangerschaft stark exprimiert und ist, bevor die Trophoblastzellen beginnen in die 
Dezidua zu invadieren, an der Veränderung des Trophoblasten-Phänotyps beteiligt. Nach der 
Differenzierung der Trophoblastzellen zu einem invasiven Phänotyp kann die TGF-β3-
Expression kaum noch nachgewiesen werden (Ando et al., 1998; Caniggia et al., 1999). 
 
 
1.1.3 Plazenta-assoziierte Schwangerschaftserkrankungen 
 
Eine Fehlregulation der komplexen Vorgänge während der Plazenta-Entwicklung in dem 
ersten Trimester der Schwangerschaft führt zu verschiedenen Pathologien, die ein Drittel aller 
Schwangerschaftserkrankungen ausmachen (Jauniaux et al., 2006). Präeklampsie (PE)          
(s. 1.1.4), IUGR (intrauterine growth restriction), Spontanaborte und Frühgeburtlichkeit sind 
Plazenta-assoziierte Schwangerschaftserkrankungen, wobei die PE und der Spontanabort die 
am meisten verbreiteten Erkrankungen darstellen (Krebs et al., 1996; Desoye, 2003; Jauniaux 
et al., 2006). Neben der Erkrankung während der Schwangerschaft sind plazentare Defekte 
auch mit Erkrankungen im Erwachsenenalter assoziiert. Herzmuskelerkrankungen, 
Schlaganfall, erhöhter Blutdruck oder Diabetes sind Folge eines beeinträchtigten Wachstums 
und einer beeinträchtigten Entwicklung während der fötalen und Kleinkind-Phase (Barker und 
Clark, 1997).  
 
 
1.1.4 Präeklampsie 
 
Die Präeklampsie ist eine schwangerschaftsbedingte Erkrankung, welche mit einer Häufigkeit 
von 3-5% eine der Hauptursachen für embryonale und maternale Mortalität darstellt (WHO, 
2005; Maynard et al., 2008). Es ist bekannt, dass über 60.000 Frauen jährlich an dieser 
Erkrankung sterben (WHO, 2005) und es die Hauptursache für induzierte Frühgeburten 
darstellt (Redman und Sargent, 2005). Die maternalen Symptome der Erkrankung, die vor 
allem Bluthochdruck und eine Dysfunktion der Niere, welche durch Proteinurie 
gekennzeichnet ist, umfassen, entstehen zumeist am Ende des zweiten Trimesters der 
Schwangerschaft. Der Schwangerschafts-Bluthochdruck ist durch einen systolischen Wert 
von ≥140 mm Hg und/oder einen diastolischen Wert von ≥ 90 mm Hg definiert (Brown et al., 
2001), sofern diese nach der 20. SSW bei zuvor gesunden Frauen auftreten. Die Proteinurie 
wird durch einen Wert von ≥ 300 mg/24 h definiert. Zu den Symptomen gehören zudem 
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häufig eine Wachstumsretardierung und eine verringerte Fruchtwassermenge auf Grund einer 
plazentaren Insuffizienz (Brown et al., 2001; Sibai et al., 2003). Es wird zwischen einer 
„early-onset“ Präeklampsie, welche mit schwerwiegenderen Symptomen einhergeht (Vatten 
und Skjaerven, 2004), mit Beginn vor der 34. SSW, und einer „late-onset“ Präeklampsie, mit 
Beginn nach der 34. SSW, unterschieden (Redman und Sargent, 2005). Die bisher bekannten 
Therapieformen zielen auf die maternalen Symptome der Erkrankung ab. Bei 
schwerwiegenden Fällen ist die einzige effektiv angewandte Methode, um das Überleben des 
Embryos und der Mutter zu garantieren, die sofortige Einleitung der Geburt. Obwohl die 
molekularen Mechanismen dieser Erkrankung bis heute nicht geklärt sind, scheint die 
Plazenta eine Schlüsselrolle in der Entstehung der Präeklampsie zu spielen, da die 
Präeklampsie auch bei Abwesenheit des Fötus, wie bei der molaren Schwangerschaft, auftritt 
(Chun et al., 1964; Myatt et al., 2002). Die bevorzugte Theorie zur Pathogenese der 
Präeklampsie ist eine mangelnde Invasion der Trophoblastzellen in die Dezidua und in die 
maternalen Spiralarterien. Die Umgestaltung der Spiralarterien scheint in der 
präeklamptischen Plazenta gestört zu sein, welches eine Unterversorgung des Embryos zur 
Folge hat (Brosens et al. 1970). Auf Grund der gestörten Trophoblastinvasion sind viele 
Komponenten, die an der Regulation der Invasions- und Differenzierungsprozesse involviert 
sind, verändert. Verschiedene Studien konnten die fehlregulierte Invasion beschreiben und die 
abnormalen Veränderungen konnten in zwei Gruppen unterteilt werden: (1) Die Invasion der 
EVT-Zellen in das uterine Stroma ist eingeschränkt und die Invasion in das maternale 
Gefäßsystem findet nicht bis in das Myometrium statt (Zhou et al., 1993; Brosens et al., 
2002). Auf Grund dessen erfahren die maternalen Gefäße keine vollständige physiologische 
Umgestaltung. Dieses führt zu Gefäßen mit einem Durchmesser, der weniger als die Hälfte 
der Gefäße einer normalen Schwangerschaft aufweist (Brosens et al., 1972; Gerretsen et al., 
1981; Moodley und Ramsaroop, 1989) (s. Abb. 1.3). (2) Die Anzahl der Spiralarterien, 
welche erkennbar invadierte Trophoblastzellen aufweisen, ist vermindert (Khong et al., 1986). 
Die Erkenntnisse werden durch den in der Präeklampsie diagnostizierten reduzierten utero-
plazentaren Blutfluss unterstützt (Lunell et al., 1982). Die Tatsache, dass die 
Trophoblastzellen nur unzureichend in das maternale Kompartment einwandern, kann u.a. auf 
den, in der Präeklampsie beobachteten, unreifen Phänotyp zurück geführt werden (Redline 
und Patterson, 1995). So konnte nachgewiesen werden, dass die Trophoblastzellen 
präeklamptischer Plazenten verschiedene Veränderungen, die zu einem invasiven, 
endothelialen Phänotyp führen, nicht durchlaufen (Caniggia et al., 1999): (1) Die Änderung 
der Oberflächen-Integrine von α5-positiven zu α1-positiven Zellen findet nicht statt (Zhou et 
al., 1993), (2) es erfolgt keine Pseudovaskulogenese (Zhou et al., 1997b), (3) präeklamptische 
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Plazenten weisen eine erhöhte Expression von Fibronektin auf, ein Kennzeichen für den 
unreifen Trophoblast-Phänotyp (Kupferminc et al., 1995) und (4) eine erhöhte TGF-β3-
Expression, welcher die Trophoblastinvasion inhibiert (Caniggia et al., 1999). 
 
 
Abb. 1.3: Schema der Trophoblastinvasion in der normalen (A) und der 
präeklamptischen Plazenta (B). (verändert nach Lam et al., 2005). 
 
 
1.1.4.1 Epidemiologie der Präeklampsie  
 
Die Wahrscheinlichkeit an einer Präeklampsie zu erkranken liegt bei erstgebärenden Frauen 
zwischen 2% und 7%. Die Auswirkungen der Erkrankung verlaufen meistens mild und der 
Ausbruch der Erkrankung geschieht nahe der Geburt oder intrapartum (75% der Fälle) (Sibai 
et al., 2005). Es gibt viele verschiedene Faktoren, die das Risiko einer Präeklampsie erhöhen. 
Die Frequenz und die Schwere der Erkrankung sind höher bei Frauen mit Mehrfachgeburten 
(Sibai et al., 2000; Wen et al., 2004), chronischem Bluthochdruck (Sibai, 2002), 
vorhergehende Präeklampsie (Hnat et al., 2002), prägestationale Diabetes mellitus (Caritis et 
al., 1998), und bereits existierende Neigung zur Thrombosenbildung (Alfirevic et al., 2002; 
Kupferminc, 2003; van Pampus et al., 1999). Das Risiko steigt zudem bei Frauen, die einen 
limitierten Kontakt zu Spermien des zukünftigen Vaters vor der Empfängnis hatten 
(Einarsson et al., 2003; Dekker und Robillard, 2003). Ein vorhergehender spontaner oder 
induzierter Abort und eine gesunde Schwangerschaft reduzieren das Risiko, an einer 
Präeklampsie zu erkranken, jedoch wird dieser schützende Effekt durch einen Partnerwechsel 
aufgehoben (Dekker und Robillard, 2003; Saftlas et al., 2003). Änderung im maternalen 
Immunsystem bedingen zudem die Entstehung einer Präeklampsie, so sind Frauen über 40 
Jahren einem erhöhten Risiko ausgesetzt, ebenso Frauen die eine durch IVF (in vitro 
Fertilisation), Gameten- oder Embryonen-Spende induzierte Schwangerschaft durchlaufen, da 
diese Methoden eine immunologische Reaktion in den Frauen hervorrufen können (Dekker 
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und Sibai, 2001; Wang et al., 2002). Die Adipositas ist ein nachgewiesener Risikofaktor, der 
mit Erhöhung des Body-Mass-Index ansteigt (O’Brien et al., 2003).  
 
 
1.1.5 Das humane plazentare Explant-Modell 
 
Das humane plazentare Explant-Modell wurde erstmals von Genbacev et al. (1992) als 
Modellobjekt für die Untersuchung des Invasionsvorganges von Trophoblastzellen 
beschrieben. Während der Implantation und der späteren Plazentaentwicklung invadiert der 
humane EVT in die Dezidua und in die maternalen Blutgefäße (Fisher, 2004). Damit dieser 
Mechanismus und die beteiligten Faktoren genauer untersucht werden konnten, wurde ein 
Modellsystem benötigt, welches am Besten die in vivo Situation wiedergeben konnte. Mit 
Hilfe von humanen plazentaren Explants des ersten und zweiten Trimesters wurde das 
Invasionsverhalten der EVT-Zellen in verschiedenen, Struktur bildenden Substanzen, welche 
die EZM imitieren sollten, analysiert (Genbacev et al., 1992). Die Explants bestehen aus einer 
kleinen plazentaren Zotte mit Trophoblast-Zellsäulen und werden in einem, mit Struktur 
bildenden Substanzen beschichteteten, Kultureinsatz in einer 24-Well-Platte kultiviert (s. 
Abb. 1.4). Die Invasion von EVT-Zellen konnte nur bei Verwendung von Matrigel oder mit 
Dezidua Extrakten konditioniertem Kollagen-Gel beobachtet werden. Zusätzlich war ein mit 
fötalem Kälberserum versetztes Medium für die EVT-Differenzierung und die Viabilität des 
villösen Trophoblasten essentiell. Die Differenzierung der EVTs konnte nur an plazentaren 
Explants des ersten Trimesters (5.-10. SSW) beobachtet werden.  
 
 
 
Abb. 1.4: Schematische Darstellung des plazentaren Explant Modells. Der Kreis in der 
Abbildung umrandet eine Zellsäule aus EVT-Zellen, welche beginnen in das Matrigel 
einzuwandern. 
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Die Viabilität der Explant-Kulturen wurde durch eine konstante Rate an Glukose-Verwertung, 
Laktat- und Progesteron-Produktion und der fortwährenden hCG-Synthese und -Abgabe 
bestätigt. Die in das Matrigel eingewanderten Zellen zeigten eine rundliche oder polygonale 
Form, oftmals vakuoliert mit klar erkennbarem Nukleus, ähnlich den Trophoblastzellen in der 
Dezidua von frühen hysterektomierten Schwangerschaften. In den Explants konnten 
proliferative Trophoblastzellen mit einer Ki67-Färbung in den Zellsäulen und der epitheliale 
Ursprung der Zellen mit einer Zytokeratin-Färbung nachgewiesen werden (Genbacev et al., 
1992). Diese Studien bestätigen, dass die plazentaren Explants ein geeignetes Modell 
darstellen, um die Trophoblastinvasion in vitro zu untersuchen. 
 
 
1.1.6 Die maligne Trophoblast-Zelllinie JEG3 
 
Die Zelllinie JEG3 besteht aus malignen Trophoblastzellen und ist ein Modell für den 
invasiven EVT der frühen, unreifen Plazenta (Grümmer, 1991). Die JEG3-Zellen wurden 
erstmals durch Kohler und Bridson (1971) aus einem Chorionkarzinom isoliert. Das 
Chorionkarzinom ist ein hochinvasiver epithelialer Tumor des Trophoblasten, der zu 50% 
durch eine molare Schwangerschaft entsteht und von starken, abnormalen Blutungen im 
Uterus begleitet ist (Ober et al., 1987). Das uterine Chorionkarzinom ist eine hämorrhagische 
Masse mit einer zottenartigen, unregelmäßigen Oberfläche und besteht hauptsächlich aus 
mononukleären Trophoblastzellen und Synzytiotrophoblastzellen, die morphologisch den 
primitiven Trophoblasten darstellen (Shi und Kurman, 2002). Die Chorionkarzinom-Zelllinie 
JEG3 zeigt verschiedene normale Trophoblastzell-Charakteristika, wie z.B. die Sekretion von 
hCG und Progesteron (Benveniste et al., 1978; Benveniste und Scommenga, 1981), die 
Expression von MMPs und Kollagenase Typ IV (Strickland und Richards, 1992). Bei 
subkutaner Injektion von JEG3-Zellen in Nacktmäuse konnte beobachtet werden, dass die 
JEG3-Zellen eine schnell wachsende Tumorbildung induzierten und Zugang zu den 
Blutgefäßen des Wirts erlangten. Die Zellen ersetzten die Endothelzellen des Wirts und 
bildeten große, blutgefüllte Lakunen, die auch in der humanen Plazenta zu finden sind. Diese 
Lakunenbildung konnte nicht in Tumoren ohne Trophoblast-Ursprung gefunden werden. 
Dieser Mechanismus ist vergleichbar mit der Umgestaltung der Spiralarterien bei der 
Entwicklung der hämochorialen Plazenta durch die EVT-Zellen (Grümmer et al., 1999).  
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1.2 Die CCN-Familie 
 
Die CCN-Familie wurde zwischen Anfang und Ende der 1990er Jahre entdeckt und besteht 
aus Cystein-reichen, 30-40 kDa großen Proteinen (Brigstock, 1999; Lau und Lam, 1999), 
welche in Vertebraten vorkommen. Die ersten Mitglieder der Familie wurden als sekretierte 
Proteine identifiziert, dessen Synthese von mitogenen Wachstumsfaktoren oder Onkogenen 
induziert wurde. Die Familie umfasst sechs Mitglieder, wobei die drei ersten beschriebenen 
Mitglieder, CYR61 (cysteine-rich 61/CCN1) (O’Brien et al., 1990), CTGF (connective tissue 
growth factor/CCN2) (Bradham et al., 1991) und NOV (nephroblastoma overexpressed 
/CCN3) (Joliot et al., 1992) das Akronym CCN bildeten. Weitere Mitglieder sind WISP1, 2 
und 3 (Wnt-induced secreted protein-1-3/CCN4-6) (Pennica et al., 1998). Die CCN-Proteine 
besitzen alle eine multi-modulare Struktur mit einem N-terminalen Sekretionssignal, gefolgt 
von vier konservierten Domänen mit einer Sequenz-Homologie zu insulin-like growth factor 
binding proteins (IGFBPs), von Willebrand factor type C repeat (vWC), thrombospondin type 
I repeat (TSP-1) und eine Carboxy-terminale (CT) Domäne, welche eine Anhäufung von 
Cysteinen enthält (Bork, 1993). Jedes Modul wird von einem separaten, konservierten Exon 
kodiert, welches vermuten lässt, dass die CCN-Gene Produkte des Exon-Shuffling sind 
(Brigstock, 1999; Lau und Lam, 1999). Abgesehen von CCN5, welches kein CT-Modul 
enthält, besitzen alle CCN-Proteine den gleichen Aufbau an Modulen und eine eng 
miteinander verwandte Primärstruktur mit einer Serie von 38 Cystein-Resten, welche stark in 
ihrer Anordnung und Anzahl konserviert sind und 10% der Gesamtmasse des Proteins 
ausmachen. Hinter der vWC-Domäne ist eine kurze Sequenz angeordnet, welche in ihrer 
Länge und Komposition bei den verschiedenen Mitgliedern variiert. Es wird vermutet, dass 
diese Region als „Gelenk“ zwischen der ersten und zweiten Hälfte des Proteins fungiert, 
zudem ist es besonders sensitiv gegenüber der Proteolyse durch MMPs (Kireeva et al., 1996; 
Dean et al., 2007). Die Mitglieder der CCN-Familie können an verschiedene Proteine durch 
die unterschiedlichen Module binden. Die CCN-Proteine können ihre Aktivitäten durch 
Interaktionen mit Zelladhäsions-Rezeptoren, zu denen die Integrine und Heparansulfat-
Proteoglykane (HSPGs) gehören, steuern (s. Abb. 1.5). CCN-Proteine können an spezifische 
Integrine durch zum Teil verschiedene Domänen binden (Ellis et al., 2003; Schober et al., 
2003; Leu et al., 2003, 2004; Gao und Brigstock, 2004; Chen N et al., 2004), obwohl sie keine 
klassische RGD-Bindungssequenz besitzen (Lau und Lam, 1999; Lin et al., 2003). Da 
CYR61, CTGF und NOV eine Heparin-Affinität besitzen, sind sie in der Lage an die HSPGs 
als Ko-Rezeptoren auf der Oberfläche von Target-Zellen zu binden (Ball et al., 2003; Chen N 
et al., 2000; Lin CG et al., 2003; Gao und Brigstock, 2003, 2004). So beeinflusst z.B. die 
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Bindung an das HSPG Syndecan-4 die Adhäsion und Apoptose in Fibroblasten und die 
Angiogenese in Endothelzellen (Chen N et al., 2000, 2004; Todorovic et al., 2005; Chen CC 
et al., 2007). Es konnte zudem eine Hochregulation der CCN-Proteine und damit eine Rolle 
bei der Inflammation und der Reparatur von Verletzungen nachgewiesen werden (Chen CC et 
al., 2001a; Latinkic et al., 2001). Außerdem werden sie durch inflammatorische Zytokine wie 
IL-1 und TNF-α reguliert (Cooker et al., 2007; Gashaw et al., 2008) und sind bei bakteriellen 
und viralen Infektionen involviert (Kim et al., 2004; Wiedmaier et al., 2008). 
 
 
Abb. 1.5: Schema der CCN-Protein-Struktur und der CYR61- und NOV-Bindungs-
partner. Das Schema zeigt die generelle strukturelle Organisation der CCN-Proteine, wobei 
WISP-2 kein Modul 4 besitzt. Die CYR61- und NOV-Bindungspartner und deren spezifische 
Bindungsdomänen sind eingezeichnet. CYR61 bindet ebenfalls an α2β1, α3β1, αDβ2, jedoch 
sind die Bindedomänen unbekannt (Kireeva et al., 1998; Jedsadayanmata et al., 1999; Chen N 
et al., 2000; Chen CC et al., 2001b, 2007; Grzeszkiewicz et al., 2001, 2002; Leu et al., 2002; 
Schober et al., 2002; Ellis et al., 2003; Lin CG et al., 2003, 2005; Todorovic et al., 2005; 
Yakubenko et al., 2006; Lin MT et al., 2007). (verändert nach: Katsube et al., 2009). 
 
 
1.2.1 CYR61 
 
CYR61 (CCN1) wurde erstmals während eines differentiellen Hybridisierungs-Screening 
einer cDNA-Bibliothek von Serum-stimulierten BALB/c 3T3 Fibroblasten, eine murine 
Fibroblasten-Zelllinie, entdeckt und als 3CH61 bezeichnet (Lau und Nathans, 1985). Die 
ausführliche Untersuchung erfolgte erst 5 Jahre später durch O’Brien et al. (1990). Die 
CYR61 cDNA kodiert für ein 379 Aminosäuren langes Protein und ist auf dem kurzen Arm 
von Chromosom 1 (1p22-31) lokalisiert (O’Brien et al., 1990; Jay et al., 1997). Die 
biologischen Fähigkeiten von CYR61 sind abhängig von dessen Interaktionspartnern und 
können sowohl einen positiven als auch negativen Effekt auslösen. Viele verschiedene 
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Funktionen werden durch die Bindung an Integrine vermittelt, zu denen CYR61 eine hohe 
Bindungsaffinität aufweist (Chen Y und Du, 2007). CYR61 ist in der Lage innerhalb der Zelle 
oder mit umgebenden Zellen in einem autokrin-parakrinen Mechanismus zu interagieren und 
kann entweder intrazellulär lokalisiert oder mit der EZM und Zelloberflächen assoziiert sein. 
CYR61 ist sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus lokalisiert (Tamura et al., 2001; 
Gellhaus et al., 2006), obwohl dessen Primärstruktur keine klassische Nukleus-
Lokalisationssequenz besitzt.  
Die Stimulation der Zelladhäsion von Fibroblasten ist ein Mechanismus an dem CYR61 
beteiligt ist, wobei die durch CYR61 initiierte Signaltransduktion hauptsächlich durch die 
Bindung an das Integrin α6β1 und Syndecan-4 induziert wird (Chen CC et al., 2007). Diese 
Bindung induziert die Formation von α6β1-enthaltenden FA (focal adhesion)-Komplexen, 
welches zu einer Aktivierung der FAK (focal adhesion kinase) und RAC-1 (RAS-related C3 
botulinum toxin substrate 1) führt, wobei die FAK Paxillin und den ERK (extracellular 
signal-related kinase) -Signalweg aktivieren kann (Chen CC et al., 2001b; Leu et al., 2004). 
Diese Signalweiterleitung führt zu einer Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts, der 
Zellausbreitung und der Bildung von Filopodien und Lamellipodien (Chen CC et al., 2001b). 
In einer CYR61-Knockout Studie konnte nachgewiesen werden, dass CYR61 für die Embryo-
Entwicklung essentiell ist (Mo et al., 2002). CYR61 Knockout-Mäuse sterben in utero 
aufgrund von Vaskularisierungsdefekten in Plazenta und Embryo. Der Verlust von CYR61 
führt zu einem Defekt in der Gefäß-Verzweigung an der chorioallantoiden Schnittstelle, 
welches zu einer ungenügenden Vaskularisierung in der Plazenta führt, ohne jedoch die 
Differenzierung des Synzytiotrophoblasten zu beeinträchtigen. Dieser Phänotyp ist mit einer 
verminderten Expression des pro-angiogenetischen Faktors VEGF-C (vascular endothelial 
growth factor -C) im allantoiden Mesoderm verbunden, wodurch vermutet wird, dass CYR61 
die Expression von VEGF-C bei der Gefäßverzweigung reguliert. Die Arbeitsgruppe von 
Prof. Dr. Winterhager konnte in gesunden Plazenten eine starke Expression von CYR61 in 
invadierten Trophoblastzellen und in Endothelzellen des embryonalen Gefäßsystems 
nachweisen. Im Gegesatz dazu war die Präeklampsie mit einer verringerten Expression von 
CYR61 in der Plazenta und im Serum verbunden (Gellhaus et al., 2006, 2007). Neben der 
embryonalen Angiogenese spielt CYR61 auch eine Rolle bei der pathologischen Angiogenese 
wie z.B. in Tumoren oder der Wundheilung (Babic et al., 1998; Xie et al., 2001; Chen CC et 
al., 2001a; O’Kelly et al., 2008). In verschiedenen Tumoren, zu denen Melanome, 
Blasenpapillome, Medullablastome, Mamma- und Kolonkarzinome gehören, konnte eine von 
der Tumorgröße und -stadium abhängige CYR61-Expression nachgewiesen werden. 
Außerdem konnte CYR61 die Tumorigenität und Vaskularisierung der Tumore signifikant 
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erhöhen (Babic et al., 1998; Xie et al., 2001; O’Kelly et al., 2008). Im Gegensatz dazu wirkte 
CYR61 in Lungentumoren als Tumor-Suppressor und wurde durch den β-catenin-c-myc-p53 
Signalweg aktiviert (Tong et al., 2001, 2004). Chien et al. (2004) konnten zudem zeigen, dass 
CYR61 das Wachstum von humanen endometrialen Tumorzellen supprimiert. Diese Studien 
zeigen, dass CYR61 gegensätzliche Funktionen abhängig von dem jeweiligen Zelltyp 
einnehmen kann. In Brustkrebstumoren konnte eine Korrelation zwischen erhöhten CYR61- 
und Östrogenrezeptor-Expressionsleveln gefunden werden (Xie et al., 2001; Sampath et al., 
2001a). Dieses konnte in Brustkrebs-Zelllinien bestätigt werden, in denen eine starke 
Hochregulation von CYR61 nach Inkubation mit Östrogen nachgewiesen werden konnte (Xie 
et al., 2001). Zudem konnten die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Winterhager und andere zeigen, 
dass CYR61 stark im Endometrium exprimiert und durch Östrogen reguliert wird (Absenger 
et al., 2004; MacLaughlan et al., 2007; Gashaw et al., 2008). Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
Winterhager konnte darüber hinaus eine nochmals verstärkte Expression von CYR61 durch 
Inkubation mit Östrogen und Hypoxie im Endometrium nachweisen (Gashaw et al., 2008). 
Die Hypoxie induzierte eine transiente Hochregulation der CYR61-mRNA und der CYR61 
Proteinsekretion. In Melanomzellen konnte eine durch HIF-1α (hypoxia inducible factor-1α) 
vermittelte Hochregulation der CYR61-Promotor-Aktivität nachgewiesen werden (Kunz et 
al., 2003). Außerdem konnten Hirschfeld et al. (2009) in humanen Brustgeweben zeigen, dass 
die Tumorgenese mit dem Vorhandensein einer alternativ gespleißten Form der CYR61-
mRNA, die durch den Verlust des Exon 3 charakterisiert ist, assoziiert ist. Diese Ergebnisse 
postulieren, dass die Hypoxie ein spezifischer Regulator des alternativen Splicing von CYR61 
ist (Hirschfeld et al., 2009). Neben der Hypoxie konnten andere Stressfaktoren, wie z.B. 
mechanischer Stress und UV-Licht, identifiziert werden, die eine CYR61-Expression 
induzieren (Chaqour und Goppelt-Struebe, 2006; Quan et al., 2006).  
CYR61 kann von über 30 Wirkstoffen induziert werden. Es wird durch Wachstumsfaktoren, 
wie EGF, VEGF, bFGF (basic fibroblast growth factor) und TGF-β stimuliert (Schütze et al., 
1998; Abe und Sato, 2001; Sampath et al., 2001b, 2002; Bartholin et al., 2007). Weiterhin 
wird es durch Chemokine wie IL-1 und IL-6 reguliert (Schütze et al., 1998; Hammacher et al., 
2005) und kann durch Serum (O’Brien et al., 1990), Cortisol oder BMP-2 (bone morphogenic 
protein -2) (Parisi et al., 2006) und Progesteron (Gashaw et al., 2008) hochreguliert werden. 
Die Signalweiterleitung bis zur CYR61-Induktion erfolgt in glatten Muskelzellen und 
Endothelzellen durch den RhoA (Ras homolog gene family, member A) -GTPase- und den p38 
MAPK (mitogen activated protein kinase) -Signalweg (Han et al., 2003; Liang et al., 2003). 
Außerdem kann CYR61 durch den Wnt (wingless-type murine mammary tumor virus 
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integration site family) -Signalweg induziert werden und stimuliert die Wnt-induzierte 
Osteoblasten-Differenzierung in mesenchymalen Stammzellen (Si et al., 2006).  
 
 
1.2.2 NOV 
 
Das NOV-Gen wurde erstmals von Joliot et al. (1992) in MAV-1 (myeloblastosis associated 
virus-1) -induzierten Affen-Nephroblastomen identifiziert und als eine Integrationsstelle für 
das MAV-1 charakterisiert. Das NOV-Gen hat eine Länge von 7,5 kB und ist auf dem 
Chromosom 8 (8q24) lokalisiert (Martinerie et al., 1992). Die Arbeitsgruppe um Joliot konnte 
zeigen, dass die Überexpression von NOV mit der Tumorigenese assoziiert ist und dass eine 
trunkierte Version von NOV die Transformation von embryonalen Fibroblasten im Huhn 
induzieren kann (Joliot et al., 1992). Es konnte des weiteren gezeigt werden, dass NOV bei 
Verlust des N-terminalen Sekretionssignals in der Zelle verbleibt und anti-proliferative 
Eigenschaften aufweist, welche durch die Interaktion mit der RNA-Polymerase II 
Untereinheit rpb7 (Perbal, 1999) oder mit der EGF-ähnlichen Bindungsstelle von Notch1, ein 
Transmembran-Rezeptor, der eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation und                        
-differenzierung spielt, (Sakamoto et al., 2002) erfolgen. Es ist außerdem bekannt, dass NOV 
mit dem Kalzium-bindenden Protein S100A4 in Glioblastom- und Neuroblastomzellen 
interagiert und dadurch den Level an intrazellulärem Kalzium erhöht (Li et al., 2002), welches 
auf eine Rolle bei der Kalzium-Fluss assoziierten Zellwachstums-Kontrolle, der Motilität und 
der Ausbreitung von Zellen hinweist (Li et al., 2002). Die C-terminale Domäne von NOV 
interagiert mit Fibulin-1C (Perbal, 1999), ein Glykoprotein der EZM, welches an der 
Zelladhäsion beteiligt ist (Argraves et al., 1989).  
NOV wird in vielen verschiedenen Geweben exprimiert, zu denen Knochen, Knorpel, das 
zentrale Nervensystem, die Leber und Muskelgewebe gehören (Chevalier et al., 1998; Su et 
al., 1998; Perbal, 2001; Kocialkowski et al., 2001; Katsube et al., 2001). Es konnte zudem 
nachgewiesen werden, dass NOV in der humanen Embryogenese in allen drei Keimblättern 
exprimiert wird (Kocialkowski et al., 2001). Eine Studie von Gupta et al. (2007) konnte die 
Expression von NOV in CD34+ (cluster of differentiation 34+) pluripotenten 
hämatopoetischen Stammzellen im Nabelschnurblut nachweisen. Knock-down- und 
Überexpressions-Experimente konnten zudem eine kritische Rolle für NOV in der 
Selbsterneuerung der Zellen und der Differenzierung hin zu Vorläuferzellen aufzeigen (Gupta 
et al., 2007). NOV ist außerdem in der Lage in mesenchymalen Stammzellen die 
Differenzierung zu Chondrozyten zu stimulieren (Djouad et al., 2007) und zu Osteoblasten zu 
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inhibieren (Minamizato et al., 2007). Die Bindung von NOV an BMP-2, welches die 
Phosphorylierung der Smad (mothers against decapentaplegic homolog) -Proteine verhindert 
und gleichzeitig den Notch-Signalweg aktiviert, führt zur Inhibition der Osteoblast-
Differenzierung (Minamizato et al., 2007; Shindo et al., 2003). In Endothelzellen gilt NOV 
als positiver Wachstumsregulator und vermittelt Zell-Adhäsion, Migration und spielt eine 
Rolle bei der Homöostase der Zelle (Lin et al., 2003). Die durch NOV vermittelte Adhäsion in 
Endothelzellen ist mit den Integrinen αvβ3 und α5β1 assoziiert, welche notwendig für die 
NOV-induzierte Migration und Chemotaxis sind (Lin et al., 2003). Weiterhin kann NOV die 
Neovaskularisierung in der Kornea in Ratten induzieren (Lin et al., 2003). NOV ist außerdem 
in den Wundheilungsprozess involviert, vermittelt die Fibroblast-Adhäsion und -Chemotaxis 
und reguliert Faktoren, die mit dem Wundheilungsprozess assoziiert sind, wie MMP-1, PAI-1 
(plasminogen activator inhibitor-1) und TGF-β1 (Lin et al., 2005). Die Expression von NOV 
kann in verschiedenen Arten von Tumorzellen gefunden werden, zu denen, neben den 
Neuroblastomen und Wilms-Tumoren, Osteosarkome und Chondroblastome gehören 
(Chevalier et al., 1998; Manara et al., 2002; Ayer-Lelievre et al., 2001). Eine Knock-out-
Maus von NOV ist bisher nicht beschrieben, jedoch zeigt die gerichtete Mutation von NOV 
(Novdel3-/-), d.h. eine Deletion des Exon 3 (vWC Domäne), viele verschiedene Fehlbildungen 
im Embryonalstadium auf, zu denen Defekte im axialen und appendikularen 
Skelettwachstum, Gelenk-Fehlbildungen und verspätete Verknöcherung gehören. Darüber 
hinaus war die kardiale und Muskel-Entwicklung beeinträchtigt (Heath et al., 2008). In 
humanen adrenokortikalen Zellen konnte eine Inhibition der NOV-mRNA durch TGF-β1 
gezeigt werden. Die Signalweiterleitung erfolgte jedoch durch den Transkriptionsfaktor c-Jun 
und MEKK1 (mitogen-activated/extra cellular response kinase kinase 1) und nicht durch die 
Smad-Proteine, welche üblicherweise durch TGF-β-Signale aktiviert werden (Lafont et al., 
2002). Eine weitere Studie in Chondrozyten bestätigte die inhibitorische Wirkung von     
TGF-β1 auf NOV (Lafont et al., 2005). In Gliomazellen konnte eine Inhibition des 
Zellwachstums und der Tumorigenität durch NOV nachgewiesen werden (Gupta et al., 2001), 
wogegen NOV mit einer erhöhten Zellproliferation im Nieren- und Prostatakarzinom 
assoziiert ist (Glukhova et al., 2001; Maillard et al., 2001). In gesunden Plazenten konnte, wie 
bei dem CYR61-Protein, eine starke Expression von NOV in invasiven Trophoblastzellen und 
Endothelzellen des embryonalen Gefäßsystems nachgewiesen werden. Zudem war die 
Präeklampsie ebenfalls mit einer verringerten Expression von NOV in der Plazenta und im 
Serum verbunden (Gellhaus et al., 2006, 2007). Genearrays der humanen Chorionkarzinom-
Zelllinie JEG3 zeigten eine Hochregulation von NOV durch die Induktion des Gap Junction 
Proteins Connexin43 (Cx43) (Gellhaus et al., 2004). Die Connexin-Proteine formen 
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Zellkommunikationskanäle, sog. Gap Junctions (Willecke et al., 2002; Söhl und Willecke, 
2004). Weitere Untersuchungen ergaben, dass NOV bei der Wachstumsregulation der JEG3-
Zellen involviert ist. Eine Hochregulation von NOV führte zu einer drastischen Reduktion der 
Proliferationseigenschaften der JEG3-Zellen (Gellhaus et al., 2004).  
 
 
1.3 Hypoxie und HIF-1α 
 
Die Hypoxie, eine Reduktion des physiologischen Sauerstoffgehalts, tritt während akuten und 
chronischen vaskulären Erkrankungen, Lungen- und Tumorerkrankungen auf. Zudem tritt ein 
hypoxisches Milieu zu Beginn der Schwangerschaft in der Plazenta auf und ist mit der 
Präeklampsie assoziiert. Obwohl Hypoxie sowohl für normale Zellen, als auch für Tumor-
zellen toxisch ist, können Tumorzellen genetische und adaptive Veränderungen durchlaufen, 
die ein Überleben und sogar die Proliferation in hypoxischen Umgebungen ermöglichen 
(Harris, 2002). Die akute Hypoxie tritt bei der sog. Reoxygenierungs-Verletzung auf, wenn 
sich Blutgefäße verschließen und wieder öffnen. Dadurch wird bereits hypoxisches Gewebe 
mit oxygeniertem Blut durchströmt, welches die Konzentration von freien Sauerstoffradikalen 
ansteigen lässt und zu Gewebezerstörung und der Aktivierung von Stress-induzierten Genen 
führt (Prabhaka, 2001). Ein Mechanismus, mit dem Zellen auf Hypoxie reagieren, ist die 
Induktion von HIF-1α. HIF-1 ist ein Heterodimer aus dem Hypoxie-induzierbaren HIF-1α 
und dem konstitutiv exprimierten HIF-1β/ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator) (Huang et al., 1996). HIF-1α und HIF-1β sind beides Mitglieder der bHLH-PAS 
(basic helix-loop-helix-Per-ARNT-Sim) -Superfamilie. Diese Proteine haben eine Interaktions-
domäne (PAS), welche als Umgebungssensor, Liganden-bindende und Signalweiterleitungs-
Domäne agieren kann.  
Die HIF-1α- und HIF-1β-mRNA wird in fast allen humanen Geweben exprimiert und es wird 
vermutet, dass HIF-1α eine Hauptrolle in der hypoxischen Signalgebung einnimmt (Semenza, 
2000). In der Abwesenheit von Sauerstoff wird HIF-1α in den Nukleus rekrutiert, dimerisiert 
dort mit HIF-1β, bindet als HIF-1-Komplex an die HRE (hypoxia responsive element)             
-Bindestellen von verschiedenen Genen und induziert deren Transkription (Zagórska und 
Dulak, 2004). Bei normalem Sauerstoffgehalt (Normoxie) katalysieren Prolylhydroxylasen 
(PHDs), hauptsächlich PHD-2, die Fe(II)- und 2-Oxoglutarat-abhängige Hydroxylierung von 
spezifischen Prolylresten (Pro402 und Pro564) in der Sauerstoff-abhängigen Degradierungs-
domäne (ODD, oxygen-dependent degradation domain) von HIF-1α (Huang et al., 1998; 
Bruegge et al., 2007). Die Hydroxylierung wirkt als Erkennungssignal für die Bindung des 
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von Hippel-Lindau Tumor Suppressor-Proteins (pVHL), welches Teil des E3-Ubiquitinligase-
Komplexes ist, an HIF-1α (Maxwell et al., 1999; Cockman et al., 2000; Tanimoto et al., 2000) 
und fördert die Ubiquitinierung und proteasomale Degradation von HIF-1α (Salceda und 
Caro, 1997; Maxwell et al., 1999; Kenneth und Rocha, 2008) (s. Abb. 1.6).  
 
 
Abb. 1.6: Regulation der HIF-1α-Protein-Stabilität. (verändert nach Zagórska und Dulak, 
2004). 
 
 
1.3.1 Hypoxie-regulierte Signalwege 
 
Durch Hypoxie- und HIF-1α-induzierte Gene regulieren viele verschiedene Prozesse zu denen 
Zellproliferation, Angiogenese, Metabolismus, Apoptose, Migration und Invasion gehören 
(Harris, 2002; Semenza, 2003). Zu diesen Regulatoren gehören Angiogenesefaktoren, 
Proliferations- und Zell-Adhäsions-Gene. Zu den am Besten untersuchten HIF-1α-aktivierten 
Wachstumsfaktoren gehört VEGF und dessen Rezeptor sFlt1 (soluble FMS-related tyrosine 
kinase 1). Der Angiogenesefaktor VEGF nimmt eine Schlüsselrolle bei der Gestaltung neuer 
Blutgefäße und der Regulierung der Endothelzell-Proliferation ein (Harris, 2002) und wird 
sowohl von Tumorzellen, als auch von normalen Zellen durch Hypoxie-Einwirkung 
sekretiert. HIF-1α reguliert die Expression von Angiopoietin-2 hoch, welches an Stellen der 
vaskulären Umgestaltung exprimiert wird und eine Rolle bei der Destabilisierung von 
Gefäßen in normaler oder pathologischer Angiogenese spielt (Simon et al., 2008). Außerdem 
induziert HIF-1α die Produktion von TGF-β und PDGF (platelet-derived growth factor) 
(Denko et al., 2000; Koong et al., 2000; Wykoff et al., 2000; Lal et al., 2001) und reduziert 
die Expression von anti-angiogenetischen Proteinen wie Thrombospondin-1 und -2 (Kung et 
al., 2000; de Fraipont et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass HIF-1α essentiell für die 
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normale Embryogenese ist, da HIF-1α-defiziente Mäuse in utero auf Grund von 
Vaskularisierungsdefekten sterben (Ryan et al., 1998).  
 
 
1.3.2 Hypoxie-regulierte Faktoren in der humanen Plazenta 
 
Die frühe Embryonalentwicklung findet in einer physiologisch hypoxischen Umgebung statt, 
welche eine Schlüsselfunktion in der Trophoblast-Differenzierung einnimmt (Genbacev et al., 
1997). Es konnte gezeigt werden, dass niedrige Sauerstoffkonzentrationen (2% O2) die 
Trophoblastzellen in einem proliferativen, nicht-invasiven Stadium halten und den für die 
frühe Plazenta-Entwicklung typischen Phänotyp aufrecht erhalten. Die Rolle, welche die 
Hypoxie in der Trophoblastinvasion einnimmt wird kontrovers diskutiert, zum Einen kann sie 
negativ (1) und zum Anderen positiv (2) auf die Trophoblastinvasion einwirken. (1) Durch 
den gezielten Nachweis von Proteinen, die an der Zellzyklus-Regulation beteiligt sind, konnte 
gezeigt werden, dass Hypoxie die Mitose von Trophoblastzellen auf Kosten des 
Differenzierungsprozesses stimuliert (Genbacev et al., 1997). Eine andere Arbeitsgruppe 
konnte diese Ergebnisse bestätigen. Sie zeigten, dass Hypoxie die Anzahl an villösen 
Zytotrophoblastzellen durch einen Mechanismus, der die Mitoserate erhöht und den 
Zellzyklus verkürzt, erhöht (Arnholdt et al., 1991). Zudem stimuliert Hypoxie die Expression 
von Proteinen, die einen intermediären Trophoblast-Phänotyp bedingen, wie die 
Proliferations-fördernde FAK, α5-Integrine, MMP2 und die Synthese von Fibronektin 
(Caniggia et al., 2000a; Mac Phee et al., 2001). (2) Die Kultivierung von Trophoblastzellen 
(HTR-8/SVneo) unter Hypoxie (1% O2) zeigte eine erhöhte Invasion der Zellen in Matrigel 
auf und erhöhte die Expression von uPA (urokinase-type plasminogen activator) -Rezeptoren, 
welche an der Degradierung der EZM beteiligt sind (Graham et al., 1998). Zudem konnte eine 
erhöhte Expression von PAI-1 nachgewiesen werden, welches freies uPA bindet (Fitzpatrick 
and Graham, 1998). Auf Grund dieser Ergebnisse vermuteten Graham und Kollegen ein 
Modell, in welchem Hypoxie zum Einen die Trophoblastinvasion durch Hochregulation der 
uPA-Rezeptor-Expression an der Invasionsfront erhöht und zum Anderen die Sekretion von 
PAI-1 an der Stelle an der keine proteolytische Aktivität mehr benötigt wird, jedoch die 
Absonderung einzelner Zellen für die Migration notwendig ist, stimuliert (Graham et al., 
2000). In vitro-Studien mit BeWo-Chorionkarzinom-Zellen konnten eine Induktion des 
Leptin-Promotors durch HIF-1α zeigen (Grosfeld et al., 2002). Es ist bekannt, dass Leptin 
stark an der Invasionsfront der Trophoblast-Zellsäulen exprimiert wird und die Bindung an 
dessen Rezeptor die Invasion der EVT-Zellen stimuliert (Castellucci et al., 2000). Zudem 
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konnten McCaig und Lyall (2009) zeigen, dass die Inkubation von humanen plazentaren 
Explants unter 1% O2 die Expression von GCM1 (glial cells missing 1), welches in Mäusen 
die Invasion von Trophoblastzellen stimuliert, im Vergleich zu der physiologischen 
Sauerstoffkonzentration von reifen Plazenten (8% O2) oder 20% O2 steigert. 
Die Interpretation des Auswachsens von plazentaren Explants ist oft widersprüchlich. In 
manchen Arbeitsgruppen wird das Auswachsen als ein Nachweis der Trophoblast-
Proliferation angesehen und es wird klar von der EVT-Migration getrennt (Caniggia et al., 
2000a). In anderen Arbeitsgruppen wird das Auswachsen als Invasion der EVT-Zellen 
angesehen (Irving et al., 1995b; James et al., 2004). 
 
 
1.3.3 Hypoxie und Präeklampsie 
 
Studien von verschiedenen Arbeitsgruppen konnten eine erhöhte Expression von Hypoxie-
induzierbaren Transkriptionsfaktoren in präeklamptischen Plazenten zeigen (Rajakumar et al., 
2001; Caniggia und Winter, 2002). Genexpressions-Profile von präeklamptischen Plazenten 
scheinen außerdem mit den Expressions-Profilen von unter Hypoxie kultivierten plazentaren 
villösen Explant-Modellen und Plazenten von Patientinnen mit Bluthochdruck zu korrelieren 
(Soleymanlou et al., 2005). Zudem scheinen die hypoxischen Effekte Zelltyp-spezifisch zu 
sein, da eine erhöhte Expression des VEGF-Rezeptors sFlt1 unter Hypoxie nur in 
Zytotrophoblastzellen, nicht aber in Endothelzellen, nachgewiesen werden konnte. Die 
Hochregulation führt zu einer Inhibition von VEGF, da sFlt1 VEGF bindet, und in Folge 
dessen zu einem anti-angiogenetischen Einfluss (Nagamatsu et al., 2004). Die anormale 
Plazentation und die begleitende Hypoxie scheinen ein Ungleichgewicht in der Produktion 
von Angiogenese- und Wachstumsfaktoren an der maternal-fötalen Schnittstelle und deren 
Abgabe in den maternalen Blutkreislauf zu induzieren. Dieses ruft die endothelialen 
Dysfunktionen hervor und führt u.a. zu den klinischen Symptomen der Präeklampsie (Lam et 
al., 2005; Wang et al., 2009; Steinberg et al., 2009). Inzwischen sind viele verschiedene 
angiogenetische Faktoren bzgl. ihrer Beteiligung an der Präeklampsie untersucht worden, zu 
denen u.a. die herunterregulierten pro-angiogenetischen Faktoren PLGF (placental growth 
factor) (Zhou et al., 2002; Schmidt et al., 2007a), wodurch endotheliale Defekte in der 
Plazenta hervorgerufen werden, CYR61 und NOV (Gellhaus et al., 2006, 2007) gehören. Im 
Gegensatz dazu sind anti-angiogenetische Moleküle wie das lösliche Endoglin (sEng, soluble 
endoglin), ein Zelloberflächen-Ko-Rezeptor für TGF-β1, und der bereits erwähnte Rezeptor s-
Flt1 hochreguliert (Maynard et al., 2003; Venkatesha et al., 2006). Die erhöhte Expression 
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von sEng in präeklamptischen Seren korreliert mit einer schwerwiegenden Präeklampsie und 
fällt nach der Geburt ab. Das sEng inhibiert die Röhrenbildung von Kapillaren in vitro und 
induziert vaskuläre Permeabilität und Bluthochdruck in vivo (Venkatesha et al., 2006). Da 
bekannt ist, dass erhöhte maternale Expressionslevel von sFlt1, sEng und PLGF Wochen vor 
dem Ausbruch der Präeklampsie detektierbar sind (Levine et al., 2006; Stepan und Jank, 
2009), wurden Studien zum gezielten Nachweis dieser Risikofaktoren durchgeführt. Durch 
den gemeinsamen Nachweis von sFlt1 und PLGF konnte eine frühe Präeklampsie mit einer 
Sensitivität von 83% und Spezifität von 95% vorausgesagt werden. Die kombinierte Analyse 
von sEng und sFlt1 wies eine frühe Präeklampsie mit einer Sensitivität von 100% und 
Spezifität von 93% nach (Stepan und Jank, 2009).  
 
 
1.4 TGF-β3 
 
Bisher wurden fünf Mitglieder der TGF-β-Familie von Wachstumsfaktoren identifiziert. TGF-
β1, -β2 und β3 sind in mesenchymalen Geweben, Endothel- und Immunzellen, Chondro- und 
Thrombozyten von Säugetieren exprimiert (Ohta et al., 1987; Derynck et al., 1988; Madisen 
et al., 1988; Roberts und Sporn, 1990), wogegen TGF-β4 und -β5 wahrscheinlich das 
Homolog zu TGF-β1 im Huhn und im Xenopus darstellen (Burt und Paton, 1992; Burt und 
Law, 1994). Die TGF-β-Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung 
und der Gewebe-Homöostase (Massague et al. 2000; Wu und Hill 2009). Die Funktionen von 
TGF-β-Proteinen umfassen die Produktion von EZM-Komponenten, die Kontrolle der 
Zellproliferation und -differenzierung, Chemotaxis, Immunsuppression und Regulation der 
Apoptose (Böttner et al., 2000). Die Funktionen der Isoformen hängen von den Zelltypen, 
dem Differenzierungsgrad und dem Vorhandensein von anderen Zytokinen ab (Nathan und 
Sporn, 1991; Krieglstein et al., 1995). Die Signalweiterleitung der TGF-β-Proteine erfolgt 
durch die heterodimere Komplexbildung von TβR-II (ligand-binding type II receptor) und 
TβR-I (signal transducing type I receptor) mit einer Serin/Threonin-Kinase-Aktivität (Piek et 
al. 1999; Massague und Gomis 2006). Der Rezeptor-Komplex phosphoryliert Smad2 und 
Smad3, welche wiederum heterodimere Komplexe mit Smad4 formen. Der Smad-Komplex 
migriert in den Nukleus und aktiviert die Expression von Target-Genen (Nakamura et al., 
2009). Die gerichtete Deletion des TGF-β3-Gens resultiert in defekter Palatogenese 
(Gaumenbildung) und verspäteter Lungenentwicklung. Die TGF-β3-/--Neugeborenen haben 
eine Gaumenspalte, die sie nicht befähigt zu saugen und zu atmen, in Folge dessen sie kurz 
nach der Geburt sterben (Proetzel et al., 1995; Kaartinen et al., 1995). Zu den 
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Bindungspartnern von TGF-β3 gehören u.a. Eng und VEGF, welche beide in der 
Präeklampsie dysreguliert sind. Die Zugabe von TGF-β3 zu villösen plazentaren Explants 
unter Hypoxie erhöht die Eng-Expression, welches durch die inhibierende Wirkung durch 
TGF-β3-neutralisierende Antikörper bestätigt wurde (Yinon et al., 2008). Caniggia et al. 
konnten zeigen, dass TGF-β3 eine wichtige Rolle bei der Trophoblast-Differenzierung spielt 
und in präeklamptischen Plazenten überexprimiert wird (Caniggia et al., 1999). Durch 
antisense-Inhibition von HIF-1α konnte die TGF-β3-mRNA in villösen plazentaren Explants 
herunterreguliert werden (Caniggia et al., 2000a). Zudem konnte gezeigt werden, dass HIF-1α 
die Promotor-Aktivität von TGF-β3 reguliert (Nishi et al., 2004). 
 
 
1.5 Zielsetzung 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Regulation der CCN-Proteine CYR61 und NOV im 
humanen Trophoblasten unter Hypoxie bezüglich dessen Beteiligung an der 
Trophoblastinvasion und der Präeklampsie untersucht werden. Die Invasion des 
Trophoblasten in das maternale Kompartment beginnt in dem ersten Trimester der 
Schwangerschaft und findet in einem hypoxischen Milieu von ca. 1-3% O2 innerhalb der sich 
bildenden Plazenta statt (Rodesch et al., 1992; Jauniaux et al., 2000), welches eine 
Vorraussetzung für die Invasion des Trophoblasten ist (Genbacev et al., 1996, 1997; Jauniaux 
et al., 2006). Diese Invasion ist in der Schwangerschaftserkrankung Präeklampsie gestört, 
welches zu einer plazentaren Insuffizienz führt. Die mögliche Beteiligung der CCN-Proteine 
an der Trophoblastinvasion konnte durch verschiedene Studien angedeutet werden. Es ist 
bekannt, dass CYR61 und NOV an Migrationsprozessen beteiligt sind (Grzeszkiewicz et al., 
2001; Mo et al., 2002; Lin et al., 2003). CYR61 stimuliert z.B. die Migration von humanen 
Fibroblasten und ist maßgeblich an der plazentaren und embryonalen Gefäßbildung beteiligt, 
welches durch CYR61-Knockout Studien nachgewiesen werden konnte (Grzeszkiewicz et al., 
2001; Mo et al., 2002). NOV kann in humanen Endothelzellen die Adhäsion, Migration und 
Chemotaxis induzieren (Lin et al., 2003). Darüber hinaus konnten Untersuchungen in der 
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Winterhager zeigen, dass die Hochregulation von NOV zu einer 
starken Reduktion der Proliferationseigenschaften der JEG3-Zellen führte (Gellhaus et al., 
2004). Da das Umgehen des Zellzyklus einer der wichtigsten Schritte bei der Differenzierung 
der EVT-Zellen zu einem invasiven Phänotyp ist (Genbacev et al., 1992), wurde vermutet, 
dass NOV einer der Regulatoren der EVT-Differenzierung entlang des invasiven Signalweges 
sein könnte. Da weiterhin bekannt ist, dass CYR61 durch Hypoxie in Melanomzellen und 
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endometrialen Zellen reguliert werden kann (Kunz et al., 2003; Gashaw et al., 2008), wurde 
die Expression der beiden CCN-Proteine zunächst in der humanen Plazenta untersucht. Die 
Untersuchungen zeigten in normalen Plazenten eine starke Expression von CYR61 und NOV 
in EVT-Riesenzellen. Zudem konnte eine Expression der beiden Moleküle in Endothelzellen 
des embryonalen Gefäßsystems nachgewiesen werden (Gellhaus et al. 2006). Dagegen 
zeigten Plazenten und Seren von Patientinnen mit einer schweren frühzeitig beginnenden 
Präeklampsie eine verringerte Expression von CYR61 und NOV im Vergleich zu Plazenten 
und Seren des gleichen Gestationsalters gesunder Patientinnen (Gellhaus et al., 2006, 2007). 
Diese Ergebnisse lieferten zusätzliche Hinweise zu der Beteiligung von CYR61 und NOV an 
der Trophoblastinvasion, da die veränderte Expression in der Präeklampsie mit der 
unzureichenden Trophoblastinvasion korreliert. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Regulation von CYR61 und NOV unter 
verschiedenen Sauerstoffbedingungen in dem frühen invasiven Trophoblasten zu untersuchen 
und mögliche Regulatoren des Signalweges aufzuzeigen. Als Modell für den frühen invasiven 
Trophoblasten wurden zum Einen humane plazentare Explants des ersten Trimesters der 
Schwangerschaft verwendet und zum Anderen die maligne Trophoblast-Zelllinie JEG3. 
Zunächst sollte mit Hilfe der plazentaren Explants und der JEG3-Zellen die Lokalisation und 
Regulation von CYR61 und NOV unter niedrigen hypoxischen Sauerstoffbedingungen 
untersucht werden. Verschiedene Experimente mit der JEG3-Zellinie sollten anschließend 
Aufschluss über mögliche Regulatoren des Hypoxie-vermittelten Signalweges geben, wobei 
HIF-1α und TGF-β3 als mögliche Regulatoren diskutiert wurden. Auf Grund dessen sollten 
folgende Fragestellungen untersucht werden: 
(1) Erfolgt eine unterschiedliche Regulation der CYR61- und NOV-Expression bei 
Kultivierung der plazentaren Explants unter verschiedenen Sauerstoffbedingungen (3% O2 im 
Vergleich zu 8% O2 bzw. 20% O2) ? 
(2) Welchen Einfluss hat die Sauerstoffkonzentration auf das Invasionsverhalten der 
Trophoblastzellen der plazentaren Explants?  
(3) Erfolgt eine unterschiedliche Regulation der CYR61- und NOV-Expression in den JEG3-
Zellen bei der Kultivierung unter verschiedenen Sauerstoffbedingungen (1% O2 im Vergleich 
zu 20% O2)? 
(4) Verändert die Hypoxie die Lokalisation von CYR61 und NOV in den JEG3-Zellen? 
(5) Wird die Hypoxie-abhängige Regulation von CYR61 und NOV durch HIF-1α oder TGF-
β3 gesteuert? 
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2  Material und Methoden 
 
 
2.1 Material 
 
 
2.1.1 Plastikgefäße und Einwegartikel 
 
Die verwendeten Plastikgefäße und Einwegartikel wurden von den Firmen Becton Dickinson 
(Bedford, MA, USA), Greiner Bio-One (Frickenhausen), Biozym Scientific (Hessisch 
Oldendorf), TPP (Trasadingen, Schweiz) und Carl Roth (Karlsruhe) bezogen. 
 
 
2.1.2 Chemikalien, Kits und Verbrauchsmaterialien 
 
Agarose, UltraPure     Invitrogen (Karlsruhe) 
APS       Merck (Darmstadt) 
BLOCK-iT Fluorescent Oligo    Invitrogen (Karlsruhe) 
Borsäure      Carl Roth (Karlsruhe) 
Bromphenolblau     Merck (Darmstadt) 
BSA       Carl Roth (Karlsruhe) 
DAB Liquid Substrate-Chromogen-System   Dako (Hamburg)  
DABCO      Carl Roth (Karlsruhe) 
DAKO blocking solution     Dako (Hamburg) 
DAPI       Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
DEPC       Carl Roth (Karlsruhe) 
D(+)Glucose Monohydrat    Serva (Heidelberg) 
Dinatriumsalz      Merck (Darmstadt) 
DMEM / F12 Phenolrot-frei    Invitrogen (Karlsruhe) 
DMOG      Alexis Biochemicals (Lausen, Schweiz) 
DMSO      Merck (Darmstadt) 
DNA-Leiter Gene Ruler 100 bp plus (0,1 μg/μl)  Fermentas (St. Leon-Rot) 
DNA Polymerase Biotherm (5 U/μl) + 10x Puffer GeneCraft (Köln) 
DNase I (1 U/μl)     Invitrogen (Karlsruhe) 
10 x DNase I-Puffer      Invitrogen (Karlsruhe) 
dNTP-Mix (je 10mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) GeneCraft (Köln) 
DTT (0,1 M)      Invitrogen (Karlsruhe) 
EDTA >99%      Serva (Heidelberg) 
Eosin       Carl Roth (Karlsruhe) 
Eppi-Pistill       Eppendorf (Hamburg) 
Ethidiumbromidlösung 1%; 10mg/ml  Serva (Heidelberg) 
Ethanol absolut     Riedel-de Haën (Seelze) 
Essigsäure 100%     Carl Roth (Karlsruhe) 
E.Z.N.A. Total RNA Kit    Omega Bio-tek (Norcross, GA, USA) 
FBS       Biochrom (Berlin) 
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Formaldehydlösung 37%    Carl Roth (Karlsruhe) 
Glycerin      Riedel-de Haën (Seelze) 
Glycin       Carl Roth (Karlsruhe) 
Hämatoxylin  Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, 
USA) 
HEPES      Carl Roth (Karlsruhe) 
HPLC-H2O      Merck (Darmstadt) 
Hybond-C Nitrocellulosemembran   Amersham Biosciences (Freiburg) 
Isotone NaCl-Lösung (0,9%)    Braun (Melsungen) 
INTERFERin Transfektionsreagenz  Polyplus-transfection (New York, NY, 
USA) 
Kaliumchlorid     Carl Roth (Karlsruhe) 
Kaliumdihydrogenphosphat    Carl Roth (Karlsruhe) 
Ladepuffer 6 x Orange Loading Dye Solution  Fermentas (St. Leon-Rot) 
L-Glutamin      Invitrogen (Karlsruhe) 
Luminol      Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Matrigel Phenolrot-frei    Becton Dickinson (Bedford, MA, USA) 
MEM-EARLES w/o L-Glutamine    Invitrogen (Karlsruhe) 
β-Mercaptoethanol     Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Methanol pro analysis    Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Milchpulver fettfrei     TSI (Zeven) 
Millicell-CM Kultureinsatz 0,4 μm; 12 mm  Millipore (Billerica, MA, USA) 
MinElute Gel Extraction Kit    Qiagen (Hilden) 
MMLV RT (200 U/μl) + 5 x Puffer   Invitrogen (Karlsruhe) 
Mowiol      Carl Roth (Karlsruhe) 
Natriumacetat      Carl Roth (Karlsruhe) 
Natriumchlorid     Carl Roth (Karlsruhe) 
Natriumdeoxycholat     Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Natriumdihydrogenphosphat    Merck (Darmstadt) 
Natriumfluorid     Merck (Darmstadt) 
Natriumhydrogencarbonat    Carl Roth (Karlsruhe) 
Natriumphosphat     Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Nitrozellulosemembran Hybond™-C Extra  GE Healthcare (München) 
Nonidet-P40      Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Normocin      Lonza (Basel, Schweiz) 
OCT       Dako (Hamburg) 
Oligo(dT)  Primer (0,5 μg/μl)   Invitrogen (Karlsruhe) 18
Paraplast Tissue Embedding Medium  McCormick Scientific (St. Louis, MO, 
USA) 
Paraformaldehyd     Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
PBS       Biochrom (Berlin) 
Ponceau S      Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Power SYBR Green PCR Master Mix  Applied Biosystems (Weiterstadt) 
2-Propanol      J.T. Baker (Deventer, Niederlande) 
Proteasehemmer Inhibitor Complete EDTA-free  Roche Diagnostics (Mannheim) 
Protein-Standard PAGE Ruler   Fermentas (St. Leon-Roth) 
rekombinantes humanes TGF-β3 (aus E.coli) PeproTech (Hamburg) 
Rotiquant protein assay     Carl Roth (Karlsruhe) 
Rotiphorese NF-Acrylamid / Bis-Lösung 40% Carl Roth (Karlsruhe) 
Salzsäure 37%     Carl Roth (Karlsruhe) 
siCONTROL Non-Targeting siRNA #2  Dharmacon (Lafayette, CO, USA) 
siGENOME duplex, humanes HIF-1α  Dharmacon (Lafayette, CO, USA) 
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5 x siRNA Puffer     Dharmacon (Lafayette, CO, USA) 
SDS ultra pure >99%     Carl Roth (Karlsruhe) 
Shandon Histomount     Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL,  
USA) 
Streptavidin-HRP     Dako (Hamburg) 
Sucrose      Merck (Darmstadt) 
Sudan Black      Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
TEMED      Serva (Heidelberg) 
Triton X-100      Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Tris       Carl Roth (Karlsruhe) 
Trypsin-EDTA (2,5 g / l - 0,38 g / l)   Invitrogen (Karlsruhe) 
Tween 20      Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Wasserstoffperoxid     Merck (Darmstadt) 
Whatman-Papier, 3mm    Biometra (Göttingen) 
X-Ray Filme Super RX    Fuji Medical (Düsseldorf) 
Xylol       Carl Roth (Karlsruhe) 
Zellkulturflaschen, -platten    Falcon (Heidelberg) 
 
 
2.1.3 Antikörper 
 
 
Tab. 2.1: Primäre Antikörper.  
Dako (Hamburg)IHC1:100monoklonalMaus anti humanes Zytokeratin 7
Abcam (Cambridge, UK)WB1:100polyklonalKaninchen anti humanes TGF-ß3
R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt)IZC1:50polyklonalZiege anti humanes NOV
Dr. N. Schütze (Würzburg), Dr. A. Gellhaus (Essen)WB; IHC1:1000; 1:50polyklonalKaninchen anti humanes NOV
Abcam (Cambridge, UK)IHC1:75monoklonalMaus anti humanes HLA-G
BD Biosciences (San Jose, CA, USA)WB1:100monoklonalMaus anti humanes HIF-1
Novus Biologicals (Littleton, CO, USA)IZC1:50polyklonalKaninchen anti humanes CYR61 gesamt
Novus Biologicals (Littleton, CO, USA)IHC1:50polyklonalKaninchen anti humanes CYR61 N-terminal
Schütze et al.,  2007WB1:1000polyklonalKaninchen anti humanes CYR61
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)WB1:5000polyklonalKaninchen anti BSA 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)WB1:600polyklonalKaninchen anti-humanes ß-Aktin
HerstellerApplikationKonzentrationKlonalitätAntikörper
 
(WB = Western Blot, IHC = Immunhistochemie, IZC = Immunzytochemie) 
 
 
Tab. 2.2: Sekundäre Antikörper 
MoBiTech (Goettingen)IZC1:200polyklonalEsel anti Kaninchen Alexa Fluor® 488
MoBiTech (Goettingen)IHC1:300polyklonalEsel anti Ziege Alexa Fluor® 488
Dianova (München)IZC1:100polyklonalZiege anti Kaninchen Cy3-konjugiert
Dianova (München)IHC1:200polyklonalZiege anti Maus Cy3-konjugiert
Dako (Hamburg)IHC1:300polyklonalZiege anti Maus biotinyliert
Santa Cruz Biotechnologies (Heidelberg)WB1:10000polyklonalZiege anti Maus HRP
Santa Cruz Biotechnologies (Heidelberg)WB1:10000polyklonalZiege anti Kaninchen HRP
HerstellerApplikationKonzentrationKlonalitätAntikörper
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2.1.4 Oligonukleotide 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen 
(Karlsruhe) synthetisiert.  
 
Tab. 2.3: Charakteristika der verwendeten Oligonukleotide  
1542-1561ATT GGG CTG AAA GGT GTG ACantisenseTGF-ß3 
218
1344-1363
NM_003239
GGA ATG AGC AGA GGA TCG AGsenseTGF-ß3 
999-1016CCA TTG CCC GGA TAA CAAantisensePHD2 
90
927-946
AJ310543.1
CGA CCT GAT ACG CCA CTG TAsensePHD2 
758-777GGG TAA GGC CTC CCA GTG AAantisenseNOV-R 
251
527-546
NM_002514
CAC GGC GGT AGA GGG AGA TAsenseNOV-F
1795-1814GAG TGC AGG GTC AGC ACT ACantisenseHIF-1 214
1601-1620
NM_001530
GCT GGC CCC AGC CGC TGG AGsenseHIF-1
887-906TCT GGC CTT GTA AAG GGT TGantisenseCYR61 var R 
142
765-783
NM_001554
AAG GAG CTG GGA TTC GAT GsenseCYR61 varF
1122-1146CTG ATC CAC ATC TGC TGG AAG GTG Gantisenseß-Aktin-2
698
449-473
NM_001101
ACC TTC AAC ACC CCA GCC ATG TAC Gsenseß-Aktin-1
491-515CTG ATC CAC ATC TGC TGG AAG GTG Gantisenseß-Aktin-R
214
302-326
NM_001101
ACC TTC AAC ACC CCA GCC ATG TAC Gsenseß-Aktin-F
Produktgröße 
(Bp)Position
Genbank-
Nr.Sequenz (5' - 3')StrangPrimerbezeichnung
 
(Bp = Basenpaare) 
 
 
2.1.5 Plazentagewebe 
 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Plazentaproben wurden zum Zeitpunkt des 
Schwangerschaftsabbruchs mittels Kürretage entnommen. Die Gewebeproben stammen aus 
der Praxis für Frauenheilkunde und Geburtshilfe von Dr. Thomas Ring in Essen und wurden 
zum Zeitpunkt des Schwangerschaftsabbruches zwischen der 6. und 9. SSW entnommen. Von 
jeder Patientin wurde bei Zustimmung zur wissenschaftlichen Studie vor der Operation und 
Gewebeentnahme eine schriftliche Einverständniserklärung entgegen genommen. Jede 
Patientin erhielt vor dem Eingriff und der Gewebeentnahme Informationsmaterial über die 
wissenschaftliche Studie, welches die Richtlinien und die Zustimmung der deutschen 
wissenschaftlichen Ethikkommision enthielt, und wurde zusätzlich mündlich aufgeklärt.  
 
 
2.1.6 Zelllinie 
 
In dieser Arbeit wurde die humane Chorionkarzinom-Zelllinie JEG3 (ATCC HTB-36) 
verwendet, welche von der American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) 
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erworben wurde. Die Zelllinie ist eine von sechs klonal entstandenen Linien, welche aus dem 
Erwin-Turner Tumor von Kohler und Bridson (1971) isoliert wurden.  
 
 
2.1.7 Geräte 
 
Brutschrank US Autoflow    NuAire (Plymouth, MN, USA) 
Brutschrank Hera Cell 150 (O2 regulierbar)  Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, 
USA) 
Geldokumentationssystem Herolab SU-1  Herolab Laborgeräte (Wiesloch) 
Gelelektrophoresekammer  Selbstbau Medizintechnik Universitäts-
klinikum Essen (Essen) 
Konfokales Laser-Scan Mikroskop (LSM 510) Zeiss (Oberkochen)  
Kryostat CM 1850 UV  Leica (Wetzlar) 
Lichtmikroskop Labovert FS    Leitz (Wetzlar) 
Lichtmikroskop Axiovert 25    Zeiss (Oberkochen) 
Mikrotom 2050 Supercut    Reichert-Jung (Heidelberg) 
PCR-Maschine T3 Thermocycler   Biometra (Göttingen) 
pH-Meter HI 9025     Hanna Instruments (Kehl am Rhein) 
Photometer BioPhotometer plus   Eppendorf (Hamburg) 
Spannungsquelle PHERO-stab. 500   Biotec-Fischer (Reiskirchen) 
Real-time PCR-Maschine ABI Prism 7300   Applied Biosystems (Weiterstadt) 
SDS PAGE Elektrophoresekammer   Bio-Rad (München) 
Sterilbank Class II     NuAire (Plymouth, MN, USA) 
Western Blot Elektrophoresekammer  Bio-Rad (München) 
Ultraschallgerät 50-Watt Model   Oregon Scientific (Neu-Isenburg) 
Zellzählgerät CasyCounter CASY®1   Schärfe System (Reutlingen) 
Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5424  Eppendorf (Hamburg) 
Zentrifuge: Hettich Rotina 38R  Andreas Hettich (Tuttlingen) 
 
 
2.1.8 Software und Server 
 
ABI Prism 7300      Applied Biosystems (Weiterstadt) 
SPSS Software, Version 16.0    SPSS (Chicago, IL, USA) 
TINA 2.09g       raytest (Straubenhardt) 
 
BLAST      http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST 
ExPASy Molecular Biology Server   http://www.expasy.ch/tools 
PubMed      http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 
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2.2 Methoden 
 
 
2.2.1 Zellbiologische Methoden 
 
 
2.2.1.1 Erstellung von humanen plazentaren Explant Kulturen 
 
Die plazentaren Explant Kulturen wurden von humanem Plazentagewebe des ersten 
Trimesters nach einer modifizierten Methode von Genbacev et al. (1992) hergestellt. Das 
plazentare Gewebe wurde zunächst in einer Petrischale in eiskaltem PBS gewaschen und das 
Amnion und die Nabelschnur von dem Gewebe entfernt. Kleine Fragmente von plazentaren 
Zotten wurden von dem restlichen Plazentagewebe abgetrennt und in eine frische Petrischale 
mit eiskaltem PBS überführt. Die ausgewählten plazentaren Zotten wurden auf das 
Vorhandensein von Trophoblast Zellsäulen überprüft und solche mit ausgeprägten 
Trophoblast-Zellsäulen für die weitere Kultivierung verwendet. Jeweils eine plazentare Zotte 
wurde in einen Millicell-CM Kultureinsatz gegeben, welcher zuvor mit 0,2 ml unverdünntem 
Phenolrot-freiem Matrigel beschichtet worden war (Abb. 1.4) und in ein Well einer 24-Well-
Platte gestellt worden war. Das Matrigel wurde vor dem Platzieren der plazentaren Zotte für 
10 min in den Brutschrank mit einer Atmosphäre von 37°C, 5% CO2 und 20% O2 gestellt, 
damit sich das Gel verfestigte. Die plazentaren Explants wurden in DMEM/F-12-Medium mit 
10% fötalem Rinderserum (FBS) und 100 μg/ml Normocin bei einer Temperatur von 37°C 
und einer Atmosphäre von 5% CO2 und 3% O2 für die hypoxische Behandlung kultiviert. 
Dabei wurden direkt nach der Platzierung des Explants 200µl Medium in das Well außerhalb 
des Kultureinsatzes gegeben. Am folgenden Tag, nachdem das Explant sich im Matrigel 
verfestigt hatte, wurden 200 µl Medium vorsichtig in den Zellkultureinsatz auf das Matrigel 
gegeben. Die Inkubation unter Kontrollbedingungen erfolgte bei 20% O2, welches dem 
Sauerstoffgehalt der Luft entspricht, bzw. bei 8% O2, welches dem physiologischen 
Sauerstoffgehalt der reifen Plazenta entspricht. Es wurden gleichzeitig jeweils 6 Explants pro 
Versuchsansatz, von Gewebe einer einzelnen Patientin, für 7 Tage in Kultur gehalten. 
Anschließend wurden jeweils von 2 Explants die mRNA oder die intrazellulären Proteine 
isoliert (s. 2.2.2.1, 2.2.3.1) und jeweils ein Explant für die Kryo- und eines für die Paraffin-
Gewebeeinbettung verwendet (s. 2.2.1.2.1, 2.2.1.2.2). Jedes Experiment wurde mindestens 
mit Gewebe von fünf verschiedenen Patientinnen wiederholt. 
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2.2.1.2 Einbetten der plazentaren Explants 
 
 
2.2.1.2.1 Paraffin-Gewebeeinbettung 
 
Nach einwöchiger Inkubation der plazentaren Explants unter hypoxischen Bedingungen (3% 
O ) wurde das Medium aus den Kultureinsätzen und den Wells entnommen und die in den 
Kultureinsätzen befindlichen Explants in 4% Paraformaldehyd (PFA) über Nacht (üN) bei 
Raumtemperatur (RT) fixiert. Am folgenden Tag wurden die Explants dreimal für 20 min mit 
PBS gewaschen und mittels einer Alkoholreihe von 70%, 80%, 90%, 95% und 3 x 100% 
Ethanol in Aqua dest. für jeweils 20 min entwässert. Im Folgenden wurden die Explants mit 
dem sie umgebenden Matrigel aus den Zellkultureinsätzen mittels Skalpell heraus 
geschnitten, in eine Einbettungskassette gegeben und dreimalig mit 100% Xylol für jeweils 
20 min inkubiert. Anschließend erfolgten die Paraffinisierung mit heißem 
2
Paraplast Tissue 
Embedding Medium (60°C) für dreimal 20 min und die Gewebe-Einbettung. Die fertigen 
Paraffin-Gewebeblöcke wurden bei RT gelagert. 
 
4% PFA:   → 4 % (w/v) PFA in 100 ml erhitztem PBS lösen (pH 7,2 – 7,4) 
 
 
2.2.1.2.2 Kryo-Gewebeeinbettung 
 
Nach einwöchiger Inkubation unter hypoxischen Bedingungen (3% O ) erfolgte die Fixierung 
der plazentaren Explants in 4% PFA üN bei 4°C. Nach der Fixierung wurden die Explants 
dreimal mit eiskaltem PBS für jeweils 20 min gewaschen, anschließend für 4 h in 5% Sucrose 
(in PBS) inkubiert und üN in 10% Sucrose plaziert. Am nachfolgenden Tag wurden die 
Explants in 15% Sucrose für 4 h und nachfolgend in einer 1:2 Verdünnung aus OCT und 20% 
Sucrose üN inkubiert. Die Explants wurden am nächsten Tag zusammen mit dem sie 
umgebenden Matrigel in OCT eingebettet und zur Aushärtung bei -80°C gelagert.  
2
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2.2.1.3 Immunhistochemie der plazentaren Explants 
 
 
2.2.1.3.1 Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung von Paraffin-Schnitten 
 
Es wurden zunächst 5 μm Schnitte der Proben mit einem Mikrotom angefertigt und zum 
Deparaffinisieren dreimal für 5 min in 100% Xylol inkubiert. Anschließend wurden die 
Schnitte dreimal für 2 min mit 100% und einmal für 2 min mit 95% Ethanol rehydriert und 
die endogene Peroxidase-Aktivität für 30 min mit 3% H O  in Methanol inhibiert. Es folgte 
die weitere Rehydrierung mit einer absteigenden Alkoholreihe von 90, 80, 70 und 50% 
Ethanol mit jeweils zwei-minütiger Inkubation. Im Folgenden wurden die Proben für 5 min 
mit PBS gewaschen, für 15 min mit 4% PFA fixiert 
2 2
und mit einer HE-Färbung nach Shandon 
gefärbt. Hämatoxylin ist ein natürlicher Farbstoff, der alle basophilen Strukturen wie DNA 
und damit den Zellkern intensiv blau färbt. Der synthetische Farbstoff Eosin färbt dagegen 
alle azidophilen Zellstrukturen rot, zu denen die Proteine des Zytoplasmas gehören. Nach der 
HE-Färbung wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit 
Histomount eingedeckt. 
 
 
2.2.1.3.2 Immunhistochemie an Paraffin-Schnitten 
 
Die Schnitte wurden wie in 2.2.1.3.1 beschrieben deparaffinisiert, rehydriert und fixiert. Die 
anschließende Antigendemaskierung erfolgte mit 0,015 % Triton X-100 in PBS für 10 min 
und das Blockieren unspezifischer Bindungsstellen mit PBS + 2% BSA für 1 h. Die 
Inkubation mit dem primären Antikörper Maus anti Zytokeratin 7 (1:100, in PBS) erfolgte für 
1,5 h bei RT. Nach zweimaligem Waschen mit PBS für jeweils 5 min wurde der sekundäre 
Antikörper Ziege anti Maus biotinyliert (1:300, in PBS) für 1 h auf die Schnitte gegeben, 
anschließend zweimal für 5 min mit PBS gewaschen und mit Streptavidin-HRP für 30 min bei 
RT inkubiert. Danach folgten erneut zwei Waschschritte und die Zugabe der Substrat-
Chromogen-Lösung aus DAB und H O . Die Schnitte wurden mit Aqua dest. gespült, durch 
eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 2 x 100% für jeweils 2 min) dehydriert und 
in Histoclear gewaschen. Die fertigen Schnitte wurden mit Shandon Histomount eingedeckelt.  
2 2
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2.2.1.3.3 Immunhistochemie an Kryoschnitten 
 
Es wurden 5 μm Schnitte der Proben mit einem Kryostaten angefertigt und für die längere 
Lagerung bei -80°C aufbewahrt. Zur Vorbereitung der Immunhistochemie wurden die 
Schnitte aufgetaut, zweimal für 5 min mit PBS gewaschen, für 10 min mit 4% PFA fixiert und 
für 10 min mit 0,1% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Im Folgenden wurden die Schnitte 
zwischen jeder Inkubation dreimal für 5 min mit PBS gewaschen. Die Autofluoreszenz des 
Matrigels wurde durch die Inkubation mit 0,5% Sudan Black in 70% Ethanol für 15 s 
reduziert und die nicht-spezifischen Antikörperbindungen durch eine einstündige Inkubation 
mit der DAKO blocking solution blockiert. Die Schnitte wurden anschließend mit 
Antikörpern gegen humanes CYR61 oder NOV für 1,5 h bei RT oder üN bei 4°C in einer 
feuchten Kammer inkubiert. Es folgte eine 45-minütige Inkubation mit dem sekundären 
Antikörper Esel anti Kaninchen Alexa Fluor® 488 bei RT. Nach der ersten Färbung wurden 
die Schnitte mit einem monoklonalen Mausantikörper gegen das humane HLA-G für eine 
Stunde bei 37°C, gefolgt von dem sekundären Antikörper Cy3-konjugiertes Ziege anti-Maus 
IgG für 45 min bei RT, inkubiert (Tab. 2.1.3.1 und 2.1.3.2). Es folgte die Färbung des 
Zellkerns mit dem DNA-spezifischen Farbstoff 4′,6′-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) 
Hydrochlorid (0,1 μg / ml in 100% Methanol) für 15 min bei 37°C, das Abspülen der Schnitte 
mit Aqua dest. und das Eindeckeln mit Mowiol. Die Fluoreszenzmikroskopie wurde mit 
einem konfokalen Laser-Scan Mikroskop durchgeführt. 
 
Mowiol:  1,3 M Glycerin; 28,6% (w/v) Mowiol 4-88; 33,3% (v/v) HPLC-
H2O; 66,7% (v/v) 0,2 M Tris/HCl (pH 8,5); 0,1% (w/v) 
DABCO 
 
.2.1.4 Kultivierung der humanen Chorionkarzinom-Zelllinie JEG3 
2 
hen Wachstumsphase gehalten 
erden konnten, wurden diese bei 70% Konfluenz passagiert. 
 
 
2
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die maligne Trophoblast-Zelllinie JEG3 kultiviert. Die 
Zelllinie wurde bei 37°C und einer Atmosphäre von 5% (v/v) CO2 kultiviert. Die adhärent 
wachsenden Zellen wurden mit 0,14 ml Medium pro cm versorgt und kontinuierlich in der 
logarithmischen Wachstumsphase gehalten, damit eine kultivierungsbedingte Selektion von 
Zellklonen verhindert wurde. Die Versorgung der Zellen mit frischem Medium erfolgte 
dreimal in der Woche. Damit die Zellen in der logarithmisc
w
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JEG3-Medium: 500 ml MEM-EARLES w/o L-Glutamine; 10% (v/v) fötales 
Rinderserum; 2,4 mM L-Glutamin 
 
 
2.2.1.5 Passagieren von Chorionkarzinomzellen 
 
Das Medium wurde aus den Zellkulturflaschen entnommen und die Zellen mit 0,07 ml 
Moscona pro cm2 für 30 s gewaschen. Anschließend wurde das Moscona wieder entnommen 
und die Zellen mit 0,014 ml Trypsin-EDTA pro cm2 für 1-2 min inkubiert. Die Trypsin-
Lösung bewirkt, dass sich die Zellen vom Untergrund ablösen, indem sie die Cadherine der 
Zellen spalten und diese somit den Kontakt zum Untergrund verlieren. Durch Zugabe von 
frischem Medium wurde die Reaktion gestoppt. Die Zelllösung wurde resuspendiert und am 
Untergrund verbleibende Zellen mit der Zellsuspension durch Spülen abgelöst. Je nach 
Wachstumsverhalten der Zellen wurden diese in entsprechenden Verhältnissen passagiert. 
  
Moscona (pH = 7,4): 140 mM NaCl; 9 mM D+ Glukose Monophosphat; 12 mM 
Natriumhydrogencarbonat; 4 mM KCl; 0,4 mM 
Natriumdihydrogenphosphat; 0,2 mM Kaliumdihydrogen-
phosphat; add 5 l Aqua dest. (autoklaviert) => Lösung steril 
filtrieren 
 
 
2.2.1.6 Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe des CasyCounter 
 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen trypsiniert und die Zellsuspension auf 10 ml 
mit Medium aufgefüllt. 50 μl der Zellsuspension wurden für die Bestimmung der Zellzahl 
entnommen und in ein Reaktionsgefäß mit 10 ml CasyTon-Lösung gegeben. Die Messung der 
Zellzahl erfolgte anhand eines CasyCounters. 
 
CasyTon-Lösung: 136 mM NaCl; 1 mM Dinatriumsalz; 5,4 mM KCl; 1,6 mM 
Natriumdihydrogenphosphat; 3,7 mM Dinatriumhydrogen-
phosphat; 7,1 mM Natriumfluorid; add 5 l Aqua dest. 
 
 
2.2.1.7 Einfrieren von Chorionkarzinomzellen 
 
Zunächst wurden die Zellen mit 0,07 ml Moscona pro cm2 gewaschen, mit 0,014 ml Trypsin 
pro cm2 abgelöst und die Reaktion mit 0,14 ml frischem Medium pro cm2 abgestoppt. Die 
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Zellsuspension wurde in ein 15 ml Reaktionsgefäß überführt und für 5 min bei 110 x g und 
4°C zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 1,8 ml Medium aufgenommen, die 
Zellsuspension in ein Kryoröhrchen überführt und nach Zugabe von 0,09 ml DMSO zunächst 
in Stickstoffdampf gegeben. Zur längeren Lagerung wurde die Zellsuspension in flüssigem 
Stickstoff aufbewahrt. 
 
 
2.2.1.8 Inkubation der JEG3-Zellen unter hypoxischen Bedingungen 
 
Um die hypoxische Regulation von CYR61 und NOV zu untersuchen, wurden die JEG3-
Zellen unter 1% O2 kultiviert. Zur Versuchsvorbereitung wurde zunächst die Anzahl von 
Zellen aus 2 Zellkulturflaschen der Größe 75 cm2 mit einer Konfluenz von 70 – 80% 
bestimmt. Anschließend wurden jeweils 3 x 105 Zellen pro 35 mm Zellkulturschale einer      
6-Well Platte und 5 x 105 Zellen pro 60mm Petrischale ausgesät. Die Zellen wurden jeweils 
mit 2 ml Medium üN unter den Standard-Kulturbedingungen von 20% O2 kultiviert. Am 
nachfolgenden Tag wurde das Medium abgenommen und 1 ml frisches Medium hinzu 
gegeben. Die Hälfte der 35 mm und 60 mm Zellkulturschalen wurde unter 1% O2, die andere 
Hälfte als Kontrolle unter 20% O2 in einer Atmosphäre von 5% CO2 und einer Temperatur 
von 37°C kultiviert. Das hypoxische Milieu wurde durch einen Heraeus Inkubator mit 
regulierbarer Stickstoffzufuhr erreicht. Die Entnahme des Zellkulturüberstandes, die Isolation 
der Gesamt-RNA und der Proteine erfolgten nach 4, 8 und 24 h (s. 2.2.2.2 und 2.2.3.2). Jeder 
Versuchsdurchlauf wurde dreimal wiederholt. 
 
 
2.2.1.9 Immunzytochemie 
 
Um die Lokalisation von CYR61 und NOV in den JEG3-Zellen unter verschiedenen 
Sauerstoffbedingungen zu untersuchen, wurden Doppelinkubationen mit Antikörpern gegen 
CYR61 und NOV durchgeführt. Die Zellen wurden auf Deckplättchen ausplattiert und wie 
unter 2.2.1.5 beschrieben inkubiert. Nach jeweils 4-, 8-, und 24-stündiger Inkubation wurde 
das Medium abgenommen, die Zellen dreimal für 5 min mit PBS gewaschen und 
anschließend mit einer Methanol/Aceton-Lösung (1:1) für 10 min fixiert. Nach zwei             
5-minütigen Waschschritten mit PBS wurden die Zellen für 10 min mit PBT (PBS + 0,1% 
Triton X-100) permeabilisiert, für 5 min erneut gewaschen und für 1 h mit PBT + 2% BSA 
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nach der Blockierung erfolgte 
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zunächst die Inkubation mit dem ersten primären Antikörper Kaninchen anti humanes CYR61 
gesamt (1:50, in PBS) für 1,5 h bei RT oder üN bei 4°C in einer feuchten Kammer. Nach 
dreimaligem Waschen mit PBS für jeweils 5 min wurden die Zellen mit dem ersten 
sekundären Antikörper Ziege anti Kaninchen Cy3-konjugiert (1:100, in PBS) für 45 min unter 
Lichtausschluss bei RT inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem zweiten 
primären Antikörper Ziege anti humanes NOV (1:50) und dem zweiten sekundären 
Antikörper Esel anti Ziege Alexa Fluor®488 (1:200) wie oben beschrieben. Nach der 
Antikörperinkubation erfolgte ein dreimaliger Waschschritt für jeweils 5 min mit PBS und die 
Färbung des Zellkerns DAPI (0,1 μg / ml in 100% Methanol) für 15 min bei 37°C. Die 
Schnitte wurden kurz mit Aqua dest. abgespült und mit Mowiol eingedeckelt. Ein Präparat 
wurde als Negativkontrolle verwendet, wobei der Primärantikörper durch PBS ersetzt und das 
Präparat nur mit dem Sekundärantikörper inkubiert wurde. Die Fluoreszenzmikroskopie 
erfolgte mit einem konfokalen Laser-Scan Mikroskop. 
 
 
2.2.1.10 Kultivierung der JEG3-Zellen mit DMOG 
 
Mit Hilfe dieser Versuchsreihe sollte analysiert werden, ob die Regulation von CYR61 und 
NOV unter Hypoxie tatsächlich auf die hypoxischen Bedingungen zurück zu führen ist. Daher 
wurde der Prolylhydroxylase-Inhibitor Dimethyloxalylglyzin (DMOG) ausgewählt, welcher 
den, durch die Prolylhydroxylasen induzierten, HIF-1α-Abbau unter 20% O2 inhibieren kann. 
Dadurch wird das HIF-1α-Protein auch unter 20% O2 stabilisiert und damit eine Hypoxie 
simuliert.  
 
Es wurden zunächst 3 x 105 Zellen pro 35 mm Zellkulturschale einer 6-Well Platte und 5 x 
105 Zellen pro 60mm Petrischale ausgesät. Die Zellen wurden jeweils mit 2 ml Medium üN in 
einer Atmosphäre von 5% CO2, einer Temperatur von 37°C und 20% O2 kultiviert. Am 
nachfolgenden Tag wurde das Medium abgenommen und 1 ml frisches Medium hinzu 
gegeben. Die Hälfte der 35 mm und 60 mm Zellkulturschalen wurde mit 1 mM DMOG 
(gelöst in PBS), die andere Hälfte als Kontrolle nur mit dem Lösungsmittel versetzt und unter 
20% O2 kultiviert. Die Entnahme des Zellkulturüberstandes und die Isolation der Gesamt-
RNA und der Proteine erfolgten, wie bei der Inkubation der Zellen unter Hypoxie, nach 4, 8 
und 24 h (2.2.2.2 und 2.2.3.2). 
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2.2.1.11 Inkubation der JEG3-Zellen mit siRNA gegen HIF-1α 
 
Mit Hilfe von siRNAs gegen HIF-1α sollte geklärt werden, ob CYR61 und NOV direkt über 
HIF-1α reguliert werden. Die siRNAs bestehen zunächst aus doppelsträngiger RNA (dsRNA), 
welche durch Transfektion in die Zelle gelangen. Im Zytoplasma der Zelle wird die dsRNA 
durch das Enzym Dicer in die einzelsträngige siRNA gespalten (Bernstein et al., 2001; 
Hamilton & Baulcombe, 1999). Der siRNA-Dicer Komplex rekrutiert zusätzliche Faktoren, 
um den RNA-induced Silencing Complex (RISC) zu bilden, in welchem die einzelsträngige 
RNA eingebaut wird. Der RISC bindet nun mit Hilfe der eingebauten RNA komplementär an 
die Ziel-mRNA, wodurch der RISC mit seinen RNA-Helicase- und -Nuklease-Aktivitäten das 
Entwinden und Spalten der Ziel-mRNA bewirken kann (Hammond et al., 2000; Zamore et al., 
2000; Pham et al., 2004). Die siRNA-Versuche wurden anhand der Angaben von Frede et al. 
(2005) mit optimierten Bedingungen für die JEG3-Zellen durchgeführt. Die optimalen 
Bedingungen, d.h. die Konzentration der siRNA und des Transfektionsreagenz im 
Zellkulturmedium, konnten durch die Verwendung des BLOCK-iT Fluorescent Oligomers 
ermittelt werden. BLOCK-iT ist ein Fluorescein-markiertes dsRNA Oligomer, welches die 
gleiche Länge, Ladung und Konfiguration wie Standard siRNAs aufweist, jedoch nicht 
homolog zu irgendeiner bekannten Gensequenz ist. Die Transfektion der JEG3-Zellen 
erfolgte durch das Transfektionsreagenz INTERFERin. Dazu wurden verschiedene 
Konzentrationen an BLOCK-iT (5, 10, 20 nm) und INTERFERin (1:25, 1:50, 1:75) getestet. 
Die Transfektionseffizienz konnte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie und der Auswertung 
der fluoreszierenden transfizierten Zellen überprüft werden. Die optimale Konzentration an 
siRNA betrug 20 nm; die von INTERFERin 1:50. Nach der Ermittlung der optimalen 
Konzentrationen an siRNA und Transfektionsreagenz wurden 3 x 105 Zellen pro 35 mm 
Zellkulturschale einer 6-Well Platte ausgesät. Die Zellen wurden jeweils mit 2 ml Medium üN 
in einer Atmosphäre von 5% CO2, einer Temperatur von 37°C und 20% O2 kultiviert. Am 
nachfolgenden Tag wurde das Medium abgenommen und 1 ml frisches Medium hinzu 
gegeben. Die Hälfte der 35 mm Zellkulturschalen wurde mit 20 nM der siRNA siGENOME 
duplex gegen humanes HIF-1α (gelöst in 1 x siRNA Puffer) und die andere Hälfte als 
Kontrolle mit 20 nM siCONTROL Non-Targeting siRNA #2 (gelöst in 1 x siRNA Puffer) 
versetzt. Die mit siRNA und INTERFERin versetzten Zellen wurden für 24 h unter 20% O2 
kultiviert. Nachfolgend wurde das Zellkulturmedium entnommen und 1 ml frisches Medium 
ohne siRNA und Transfektionsreagenz zu den Zellen gegeben. Anschließend erfolgte die 
Inkubation der Hälfte der Zellen unter Hypoxie (1% O2), die andere Hälfte unter 20% O2 für 
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4, 8, und 24 h. Die Entnahme des Zellkulturüberstandes, die Isolation der Gesamt-RNA und 
der Proteine erfolgte wie in Absatz 2.2.2.2 und 2.2.3.2 beschrieben. 
 
 
2.2.1.12 Behandlung der JEG3-Zellen mit rekombinantem TGF-β3 
 
Da bekannt ist, dass TGF-β3 eine wichtige Rolle in der Trophoblast-Differenzierung spielt 
und zudem durch HIF-1α reguliert wird (s. 1.4), wurde in dieser Versuchsreihe die 
Beteiligung von TGF-β3 bei der Regulation von CYR61 und NOV untersucht. Dazu wurden 3 
x 105 JEG3-Zellen mit rekombinantem TGF-β3 behandelt und unter hypoxischen 
Bedingungen (1% O2) kultiviert. Die Zellen wurden in einer 35 mm Zellkulturschale einer 6-
Well Platte mit 2 ml Medium üN in einer Atmosphäre von 5% CO2, 37°C und 20% O2 
kultiviert. Das Medium wurde am nachfolgenden Tag abgenommen und durch 1 ml frisches 
Medium ersetzt. Zu der Hälfte der Zellkulturschalen wurden die jeweiligen Konzentrationen 
an rekombinantem TGF-β3 (gelöst in 0,5 mM Zitronensäure in PBS und 2 mg BSA/ml) 
gegeben, die andere Hälfte wurde mit dem entsprechenden Lösungsmittel behandelt. Nach 
Zugabe der Substanzen wurden die Zellen für 4, 8 und 24 h unter Hypoxie (1% O2) kultiviert, 
anschließend der Zellkulturüberstand entnommen und die intrazellulären Proteine aus dem 
Zelllysat isoliert (2.2.3.2). 
 
 
2.2.2 Molekularbiologische Methoden 
 
 
2.2.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus plazentaren Explants 
 
Die plazentaren Explants inklusive des sie umgebenden Matrigels wurden in 350 μl TRK-
Lysepuffer überführt und mittels eines Eppi-Pistills homogenisiert. Die homogenisierten 
Zellen wurden anschließend durch mehrfaches Aufziehen durch eine Kanüle (s. 2.2.2.1) 
lysiert und die Gesamt-RNA mittels des E.Z.N.A. total RNA Kits laut Herstellerangaben 
isoliert. Die gewonnene RNA-Lösung wurde bei -80°C gelagert. 
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2.2.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zelllinien 
 
Das Medium der in 35 mm Zellkulturschalen kultivierten Zellen wurde abgenommen, durch 
350 μl TRK-Lysepuffer (E.Z.N.A. Total RNA Kit) ersetzt und die Zellen mit Hilfe eines 
Zellschabers vom Boden gelöst. Das Zelllysat wurde durch mehrfaches Resuspendieren durch 
eine Kanüle (Terumo 23G x 1; 0,6 x 25 mm, NEOLUS) nochmals lysiert, die Gesamt-RNA 
mittels des E.Z.N.A. total RNA Kits laut Herstellerangaben isoliert und bei -80°C gelagert. 
 
 
2.2.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Die Konzentration von RNA- und DNA-Proben wurde photometrisch bei einer Wellenlänge 
von 260 nm ermittelt, wobei eine Absorption von 1,0 einer Konzentration von 50 μg 
doppelsträngiger DNA/ml und 40 μg einzelsträngiger RNA/ml entspricht. Zur Bestimmung 
der Konzentration wurden in der Regel 2 μl der RNA- oder DNA-Lösung in 98 μl DEPC-
H2O verdünnt und die Konzentration anhand eines Eppendorf Photometers bestimmt. 
 
 
2.2.2.4 Reverse Transkription 
 
Vor der Reversen Transkription (RT) der RNA erfolgte ein DNase-Verdau der genomischen 
DNA. Dazu wurden 2 μg Gesamt-RNA in einem Volumen von 17 μl DEPC-H2O, 2 μl DNase 
I-Reaktionspuffer und 1 μl DNase I (1 U/μl) für 15 min bei RT inkubiert und im Folgenden 
die DNase I durch Zugabe von 1 μl EDTA (25 mM) inaktiviert. Anschließend wurde die 
Probe für 10 min bei 65°C, zur Beseitigung der Sekundärstrukturen der RNA, denaturiert und 
die Reverse Transkription durch Zugabe des RT-Ansatzes für 1 h bei 37°C durchgeführt. Es 
folgte die Inaktivierung der Reversen Transkriptase und die Denaturierung des RNA/cDNA-
Doppelstranges bei 95°C für 5 min. 
 
RT-Ansatz:  
 
12,5 μl   DEPC-H2O  
10 μl   5 x RT Puffer 
2,5 μl   dNTP Mix           
2 μl   DTT (0,1 M)      
1 μl   Oligo(dT)  Primer (0,5 μg18 /μl) 
1 μl   MMLV Reverse Transkriptase (200 U/μl) 
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2.2.2.5 PCR 
 
Zur quantitativen Bestimmung der Expressionswerte mit Hilfe einer quantitativen Real-time 
PCR, wurden cDNA-Standardreihen der zu untersuchenden Gene erstellt. Durch eine 
herkömmliche semi-quantitative PCR wurde die jeweilige cDNA amplifiziert und das 
Produkt, wie in Abschnitt 2.2.2.6 und 2.2.2.7 beschrieben, elektrophoretisch aufgetrennt und 
aufgereinigt. Das nachfolgend aufgeführte Pipettierschema 1 und das Syntheseprogramm 
wurden für die folgenden Gene verwendet: β-Aktin, CYR61, HIF-1α, NOV, TGF-β3 und 
VEGF-A. In Pipettierschema 2 (nachfolgend aufgeführt) sind die Zusätze für die kompetitive 
PCR der PHD2 aufgelistet. Das Primer-Annealing der PHD2-PCR erfolgte bei 60°C und einer 
Zykluszahl von 32 Zyklen. Details der verwendeten Primer sind in Tab. 2.3 aufgelistet. 
 
Pipettierschema 1: 
 
4 μl    cDNA 
5 μl   10 x PCR-Puffer 
1,5 μl   dNTP Mix  
1 μl   sense Primer (25 pmol/μl)         
1 μl   antisense Primer (25 pmol/μl) 
0,5 μl   DNA-Polymerase Biotherm (5 U/μl) 
37 μl   HPLC-H2O 
 
Pipettierschema 2:   
 
2 μl    cDNA 
2,5 μl   10 x PCR-Puffer  
1 μl   dNTP Mix  
0,4 μl   sense Primer β-Aktin (25 pmol/μl)       
0,4 μl   antisense Primer β-Aktin (25 pmol/μl) 
0,08 μl   sense Primer PHD2 (25 pmol/μl) 
0,08 μl   antisense Primer PHD2 (25 pmol/μl) 
0,25 μl  DNA-Polymerase Biotherm (5 U/μl) 
18,21 μl   HPLC-H2O 
 
Syntheseprogramm: 
 
94°C  2 min  initiale Denaturierung 
 
94°C  2 min  Denaturierung   
59°C  1,5 min Annealing   37 Zyklen 
72°C  2 min  Elongation 
 
72°C  20 min  finale Elongation  
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2.2.2.6 DNA-Gelelektrophorese 
 
Die für die quantitative Real-time PCR (s. 2.2.2.8) benutzten Oligonukleotide wurden anhand 
eines 2%igen TBE-Agarosegels auf ihre Spezifität, d.h. die spezifische Größe des 
amplifizierten Fragments, überprüft. Zudem wurden die Amplifikationsprodukte, welche für 
die Standardkurven benutzt werden sollten, elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend 
aus dem Gel extrahiert (s. 2.2.2.7). Als Ladepuffer wurde die 6 x Orange Loading Dye 
Solution benutzt und die Größe der Produkte anhand des Gene Ruler 100 bp DNA Ladder 
plus (0,1 μg/μl) überprüft.  
 
Agarosegel (2%): 2% (w/v) Agarose; 100% (v/v) 1 x TBE-Puffer (pH 8,2); 
0,005% (v/v) EtBr (10 mg/ml)  
 
1 x TBE-Puffer (pH 8,2): 89 mM Tris; 89 mM Borsäure; 2 mM EDTA  
 
 
2.2.2.7 Aufreinigung der PCR-Produkte 
 
Die PCR-Bande wurde fragmentnah aus dem Agarose-Gel geschnitten und die DNA mit Hilfe 
des MinElute Gel Extraktion Kits laut Herstellerangaben aus dem Gel extrahiert.  
 
 
2.2.2.8 Quantitative Real-time PCR 
 
Die quantitative Real-time PCR wurde in Triplikaten durchgeführt. Die verwendeten 
Mengen-, Zeit- und Temperaturangaben sind unten aufgeführt, die benutzten Oligonukleotide 
sind in Tab. 2.1.4 ersichtlich. Die PCR umfasste die Inkubation der Proben mit dem ROX™ 
Farbstoff, einer internen passiven Referenz, welche die nicht zu der PCR gehörigen 
Fluoreszenzschwankungen normalisiert. Es erfolgte die Quantifizierung der Genexpression 
von CYR61, HIF-1α, NOV, TGF-β3 und VEGF-A, dessen Normalisierung anhand der 
Genexpression des „House-Keeping“-Gens β-Aktin erfolgte. Die Schmelzkurven-Analyse 
ermöglichte die Bestimmung der Spezifität der PCR-Fragmente. Zur quantitativen 
Bestimmung der Expressionswerte wurden Standardkurven der spezifischen Produkte und 
von β-Aktin erstellt. Dazu wurde eine PCR mit Primern des jeweiligen Gens durchgeführt und 
aus dem cDNA-Produkt eine Verdünnungsreihe mit den Konzentrationen 1 pg, 100 fg, 10 fg, 
1 fg, und 0,1 fg cDNA hergestellt.  
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Ansatz: 
 
10 µl  Power SYBR Green PCR Master Mix 
0,15 µl  sense Primer (25 pmol/μl) 
0,15 µl  antisense Primer (25 pmol/μl) 
8,7 µl  DEPC H2O  
1 µl  cDNA Reaktionsansatz  
 
Syntheseprogramm:  
50°C  120 s  ROX™ Farbstoff Inkubation 
95°C  600 s  initiale Denaturierung 
 
95°C  15 s  Denaturierung    45 Zyklen 60°C  60 s  Annealing und Elongation 
 
95°C  15 s  Denaturierung 
60°C  30 s  Annealing  
95°C  15 s  DNA-Stränge aufschmelzen, gleichzeitige Fluoreszenzmessung  
 
    Lagerung der Amplifikate bei 4°C 
 
 
2.2.3 Biochemische Methoden 
 
 
2.2.3.1 Proteinextraktion aus Primärgewebekulturen 
 
Die plazentaren Explants wurden mit dem sie umgebenden Matrigel aus den Kultureinsätzen 
mit Hilfe eines Skalpells geschnitten und in ein Reaktionsgefäß mit 200 μl RIPA-Puffer 
(Proteinlysepuffer) überführt. Die Homogenisierung des Gewebes und der sich im Matrigel 
befindlichen Zellen erfolgte mittels Ultraschall bei einer Frequenz von 12,5 Hz. Anschließend 
wurde das Zelllysat gevortext, für 20 min auf Eis inkubiert, erneut gevortext und bei 4°C und 
2860 x g abzentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Gefäß überführt und bei -20°C 
gelagert. 
 
RIPA-Puffer: 5 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 0,25% (v/v) Natrium-
deoxycholat; 1 mM EDTA; add 50 ml Aqua dest.; 1 Tablette 
Proteasehemmer Inhibitor Complete EDTA-free 
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2.2.3.2 Proteinextraktion aus Zelllinien 
 
Das Medium der in 35 mm Zellkulturschalen kultivierten Zellen wurde abgenommen, durch 
200 μl RIPA-Puffer (s. 2.2.3.1) ersetzt und die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden 
gelöst. Das Zelllysat wurde gevortext, für 20 min auf Eis inkubiert, erneut gevortext und bei 
4°C und 2860 x g abzentrifugiert. Der Protein enthaltende Überstand wurde in ein neues 
Gefäß überführt und bei -20°C gelagert. 
 
 
2.2.3.3 Protein-Konzentrationsbestimmung  
 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Rotiquant Protein Assays 
laut Herstellerangaben nach einer Methode von Sedmak und Grossberg (1977), die auf der 
unspezifischen Anlagerung des Säurefarbstoffs Coomassie-Brillantblau-G250 an kationische 
und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten von Proteinen basiert. Zur Bestimmung der  
Proteinkonzentration der Proben wurde eine BSA-Standardreihe mit den Konzentrationen 1; 
2,5; 5; 10 und 20 μg/μl angesetzt. Die Absorptionsmessungen erfolgten mit Hilfe eines 
Spektralphotometers bei einer Wellenlänge von 595 nm. Die Konzentrationen wurden durch 
folgende Formel ermittelt: ((EProbe / EStandard Mittelwert) x 500) / 1000 = Konzentration [µg/µl]. 
 
 
2.2.3.4 SDS-PAGE 
 
Die intrazellulären Proteine der plazentaren Explants (15 µg), die sekretierten Proteine aus 
den Zellkultur-Überständen (80 µg) und die intrazellulären Proteine aus den Zelllysaten (50 
µg) der Zellkulturexperimente wurden mittels der SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis) anhand ihrer Proteingröße aufgetrennt und 
elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die verwendeten Gele setzten 
sich aus dem 4%-igen Sammelgel und dem jeweiligen Trenngel zusammen. Für die 
gelelektrophoretische Auftrennung von HIF-1α wurden 7,5%-ige, für die Auftrennung von 
CYR61, NOV, TGF-β3 und VEGF-A 12%-ige Trenngele verwendet (s. unten). Die Proben 
wurden zur Denaturierung mit 4 x SDS-Ladepuffer versetzt, für 5 min bei 95°C inkubiert, 
anschließend in die Geltaschen pipettiert und für ca. 30 min bei 80 V im Sammelgel laufen 
gelassen. Die Voltzahl wurde auf 150 V erhöht, als die Proben das Trenngel erreichten, und 
die Proben wurden bis zum Erreichen der untersten Gelgrenze aufgetrennt. 
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7,5% Trenngel: 55% (v/v) Aqua dest.; 25% (v/v) Lower Tris (1,5 M; pH 8,8); 
18,8% (v/v) 30% Acrylamid; 1% (v/v) 10% APS; 0,2% (v/v) 
TEMED 
 
12% Trenngel: 43,8% (v/v) Aqua dest.; 25% (v/v) Lower Tris (1,5 M; pH 8,8; 
0,4% (w/v) SDS); 30% (v/v) 30% Acrylamid; 1% (v/v) 10% 
APS; 0,2% (v/v) TEMED 
 
4% Sammelgel: 64,3% (v/v) Aqua dest.; 24,7% (v/v) Upper Tris (0,5 M; pH 6,8; 
0,4% (w/v) SDS); 10,6% (v/v) 30% Acrylamid; 0,3% (v/v) 10% 
APS; 0,1% (v/v) TEMED 
 
4 x SDS-Ladepuffer: 20% (v/v) 1 M Tris HCl (pH 6,8); 27,7 μM SDS; 0,6 μM 
Bromphenolblau; 40% (v/v) Glycerin; 20% (v/v) β-Mercapto-
ethanol; 20% (v/v) Aqua dest. 
 
 
2.2.3.5 Western Blot 
 
Die in den Polyacrylamid-Gelen aufgetrennten Proteine wurden mittels Western Blot auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Blot-Gestelle wurden folgendermaßen aufgebaut: auf 
ein Fließ folgten zwei Lagen Whatman-Papier, das Polyacrylamid-Gel, die 
Nitrozellulosemembran (zuvor in Aqua dest. äquilibriert), erneut zwei Lagen Whatman-Papier 
und ein weiteres Fließ. Die Fließe und das Whatman-Papier wurden zuvor mit Transferpuffer 
befeuchtet. Die Blot-Gestelle wurden in die Tank-Blot-Kammer (Bio-Rad, München) 
zusammen mit einer Kühleinheit gehängt, mit Transferpuffer bedeckt und ein senkrecht zum 
Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld von 70 mA für 2 h bei RT angelegt. Das 
Blotten erfolgte von der Kathode zur Anode, wobei die aufgetrennten Proteine in Folge ihrer 
negativen Ladung in Richtung der Anode auf die Nitrozellulosemembran wanderten und dort 
auf Grund von hydrophoben Wechselwirkungen haften blieben. Nach der Übertragung der 
Proteine auf die Nitrozellulosemembran wurden die Membranen mit TBS-T-Puffer 
gewaschen, um das für die Denaturierung der Proteine erforderliche β-Mercaptoethanol aus 
der Membran zu waschen, welches zur Folge hat, dass die Proteine wieder renaturieren und 
teilweise wieder ihre Sekundär- und Tertiärstruktur einnehmen können, jedoch nicht ihre 
Quartärstruktur. Im Anschluss erfolgte der Nachweis der übertragenen Proteine mit Hilfe von 
Antikörpern. 
 
TBS-T-Puffer (pH 7,6): 2 mM Tris; 13,7 mM NaCl; 0,015% (v/v) Tween 20; add 1 l 
Aqua dest. 
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2.2.3.6 Antikörper-Inkubation 
 
Die Nitrozellulosemembranen wurden zunächst zur Blockierung unspezifischer  
Bindungsstellen mit 5% (w/v) fett-freier Milch in TBS-T für 1 h bei RT inkubiert und jeweils 
mit den primären Antikörper gegen CYR61, HIF-1α, NOV, TGF-β3 und VEGF-A (Tab. 2.1) 
für 1,5 h bei RT oder üN bei 4°C inkubiert. Es folgten ein zweimaliger Waschschritt mit TBS-
T für 5 min und ein Waschschritt für 15 min bei RT. Im Anschluss wurden die Membranen 
mit den HRP-gekoppelten sekundären Antikörpern (s. Tab. 2.2) für 45 min bei RT inkubiert 
und erneut zweimal für 5 min und einmal für 15 min gewaschen. Die Antikörper wurden mit 
dem Pierce ECL Western Blotting Kit laut Herstellerangaben und X-Ray Filmen detektiert. 
Die Normalisierung der intrazellulären Proteinexpression erfolgte durch die Inkubation der 
Membranen mit β-Aktin, die der sekretierten mit BSA als Zusatz im Kulturmedium. Dazu 
wurden die ersten primären Antikörper nach der Detektion mit Stripping-Puffer für 15 min 
bei 60°C von der Membran gelöst, die Membran zweimal für 10 min gewaschen und nach der 
Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen mit dem zweiten primären und sekundären 
Antikörper inkubiert. Für jeden experimentellen Ansatz wurde ein Minimum von drei 
Western Blots durchgeführt.  
 
 
 
2.2.3.7 Statistische und densitometrische Auswertungen der Expressionsdaten 
 
Die densitometrischen Analysen der Proteinbanden erfolgten durch das Programm TINA 
2.09g (Straubenhardt, Germany). Die statistischen Analysen der Expressionswerte wurden 
anhand des Statistikprogramm-Pakets SPSS 16.0 mit Hilfe des Mann-Whitney-Wilcoxon Test 
für nichtparametrische unabhängige 2-Gruppen Vergleiche für die Zellkulturexperimente und 
der abhängigen 2-Gruppen Vergleiche für die Experimente mit den plazentaren Explants 
durchgeführt. Das Quantil, welches mit p angegeben wird, wurde auf einen Wert von p = 0,05 
festgelegt, wobei dieser Wert eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% angibt und als statistisch 
signifikant gilt.  
 
 
 
3 Ergebnisse 44 
3  Ergebnisse 
 
 
3.1 Regulation der matrizellulären CCN-Proteine CYR61 und NOV im 
humanen Trophoblasten  
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation der CCN-Proteine CYR61 und NOV im 
humanen Trophoblasten unter niedrigen Sauerstoffbedingungen hinsichtlich der Entstehung 
der Schwangerschaftserkrankung Präeklampsie untersucht. Da die favorisierte Theorie zur 
Entstehung der Präeklampsie eine verringerte Trophoblastinvasion während des ersten 
Trimesters der Schwangerschaft ist, wurde die Regulation von CYR61 und NOV unter 
Sauerstoffmangel in EVT-Zellen untersucht. Für die Untersuchungen wurden zum Einen das 
humane plazentare Explantmodell, welches die in vivo Situation simuliert, und zum Anderen 
die maligne Trophoblastzelllinie JEG3 eingesetzt. 
 
 
3.1.1 Untersuchungen zur Regulation von CYR61 und NOV anhand des 
humanen plazentaren Explantmodells 
 
Für das humane plazentare Explantmodell wurden Plazentagewebe des ersten Trimesters, 
zum Zeitpunkt des Schwangerschaftsabbruches zwischen der 6. und 9. SSW, verwendet und 
das Modell nach der Methode von Genbacev et al. (1992) etabliert.  
 
 
3.1.1.1 Etablierung des humanen plazentaren Explantmodells  
 
Das Explant besteht aus einer plazentaren Zotte, welche Trophoblastzellsäulen enthält. Die 
plazentaren Explants wurden unter Zellkulturbedingungen in einem Zellkultureinsatz auf 
Matrigel für eine Woche unter verschiedenen Sauerstoffbedingungen kultiviert (s. 2.2.1.1). 
Das Matrigel, auf welches die plazentaren Explants gegeben wurden, sollte die Matrix der 
Dezidua repräsentieren, in welche die EVTs einwandern (s. Abb. 1.4). Die Experimente an 
den Explantkulturen wurden zum Einen unter geringen (3% O2) und zum Anderen unter 
Standard-Kulturbedingungen (20% O2) durchgeführt. Als zusätzliche Kontrolle wurden die 
plazentaren Explants dem in der reifen Plazenta vorherrschenden physiologischen 
Sauerstoffgehalt von 8% O2 (Fujikura und Yoshida, 1996; Schaaps et al., 2005) ausgesetzt.  
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3.1.1.2 Makro- und mikroskopische Analyse der plazentaren Explants 
 
Nach einwöchiger Kultivierung der plazentaren Explants unter 3% O2, 8% O2 und 20% O2 
wurden diese zunächst makrokopisch betrachtet und das Ausmaß der Trophoblastinvasion 
überprüft. Eine verstärkte Invasion der EVT-Zellen in das Matrigel konnte nur in den unter 
3% O2 kultivierten Explants beobachtet werden (Abb. 3.1 A); die unter 8% O2 und 20% O2 
kultivierten Explants zeigten keine bis unzureichende Invasion. Da sich beide Kontrollen von 
8% O2 und 20% O2 gleich verhielten, wurde nur ein Explant nach einwöchiger Kultivierung 
unter 20% O2 exemplarisch gezeigt (Abb. 3.1 B).  
 
 
Abb. 3.1: Makroskopische Darstellung der humanen plazentaren Explants. A, 
Plazentares Explant des ersten Trimesters nach einwöchiger Inkubation unter 3% O2. Es sind 
stark invasive Trophoblastzellverbände an den Spitzen der villösen Zotten zu erkennen. B, 
Plazentares Explant des ersten Trimesters nach einwöchiger Inkubation unter 20% O2. Der 
Maßstabsbalken in A und B repräsentiert eine Größe von 400µm. 
 
 
Nach der makroskopischen Analyse der Explants wurden Paraffin-Schnitte der unter 3% O2 
kultivierten plazentaren Explants angefertigt und diese mit einer HE-Färbung oder 
immunhistochemisch mit Antikörpern gegen Zytokeratin 7 gefärbt (s. 2.2.1.3.1; 2.2.1.3.2), um 
die Invasion der Trophoblastzellen mikroskopisch zu untersuchen. Abb. 3.2 A zeigt eine HE-
Färbung eines gesamten plazentaren Explants inkubiert unter hypoxischen Bedingungen. Es 
ist zu erkennen, dass EVT-Zellen in das Matrigel eingewandert sind. Eine genauere 
Darstellung der invadierten EVT-Zellen ist in Abb. 3.2 B und 3.2 C zu erkennen. Die Zellen 
sind mit dem Epithelzellmarker Zytokeratin 7 gefärbt und es sind vereinzelte, in das Matrigel 
invadierte Zellen zu erkennen (s. Pfeile in Abb. 3.2 C).  
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Abb. 3.2: Mikroskopische Darstellung und immunhistochemische Färbung des humanen 
plazentaren Explants. A-C, HE- (A) und Zytokeratin 7- (B, C) Färbung von plazentaren 
Explants nach einwöchiger Kultivierung unter 3% O2. Die Maßstabsbalken in A-C 
repräsentieren eine Größe von 200 µm (A, B) und 100 µm (C). 
 
 
3.1.1.3 Untersuchungen zur Lokalisation von CYR61 und NOV in humanen 
plazentaren Explants 
 
Die humanen plazentaren Explants des ersten Trimesters wurden für eine Woche unter 3% O2 
kultiviert und anschließend eine Ko-Immunhistochemie gegen CYR61 oder NOV mit 
Zytokeratin 7 und sekundären Fluorescein-gekoppelten Antikörpern durchgeführt. Der 
Epithelmarker Zytokeratin 7 sollte die beiden äußeren Schichten des plazentaren Explants 
markieren, den Synzytiotrophoblasten und den Zytotrophoblasten. Die immunhisto-
chemischen Untersuchungen sollten zunächst klären, ob die beiden CCN-Proteine in den 
Zytotrophoblastzellen, welche später den invasiven Trophoblasten bilden (s. 1.1.2), exprimiert 
werden. Abb. 3.3 zeigt die Lokalisation von CYR61 (A) und NOV (B) an der Invasionsfront 
eines plazentaren Explants.  
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Abb. 3.3: Lokalisation von CYR61 und NOV im humanen plazentaren Explantmodell. 
A; B, Doppel-Immunfärbung von CYR61 (grün) mit Zytokeratin 7 (rot) (A) und NOV (grün) 
mit Zytokeratin 7 (rot) (B) in plazentaren Explants nach einer einwöchigen Kultivierung unter 
3% O2. Die Abbildungen A1, 2 und B1 zeigen Ausschnitte mit einer höheren Vergrößerung 
der Invasionsfront. Die Maßstabsbalken repräsentieren eine Größe von: 50 µm (A, B) und 16 
µm (Ausschnitte). 
 
 
Eine Untersuchung der einzelnen, in das Matrigel invadierten Trophoblastzellen und der 
gesamten Trophoblastzellsäule erfolgte anhand von Ko-Immunhistochemien mit CYR61 oder 
NOV und HLA-G, welches ein Markerprotein für EVT-Zellen darstellt. Die 
Immunfluoreszenz konnte eine Ko-Lokalisation von CYR61 und NOV und HLA-G  (Abb. 
3.4) an der Invasionsfront und in den invadierten EVT-Zellen des plazentaren Explants 
nachweisen. Die CYR61- und HLA-G-positive Färbung war hauptsächlich in den EVT-Zellen 
der Zellsäule und in bereits abgelösten, in das Matrigel invadierten EVT-Zellen (Abb. 3.4, 
Ausschnitt) zu erkennen. Die Immunfärbung von NOV und HLA-G war hauptsächlich an den 
äußeren EVT-Zellen der Zellsäule (s. Abb. 3.4 B, Ausschnitt) und in bereits abgelösten EVT-
Zellen (Abb. 3.4 B, linke Seite) zu erkennen.  
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Abb. 3.4: Lokalisation des CYR61 und NOV Proteins in humanen plazentaren Explants 
des ersten Trimesters. A; B, Doppel-Immunfärbung von CYR61 (grün) mit HLA-G (rot) (A) 
und NOV (grün) mit HLA-G (rot) (B) in plazentaren Explants nach einer einwöchigen 
Kultivierung unter 3% O2. CYR61, NOV und HLA-G sind in den EVT-Zellen ko-lokalisiert 
mit gesteigerter Expression der beiden CCN Proteine an der Invasionsfront. Die Ausschnitte 
in A und B zeigen eine höhere Vergrößerung der in das Matrigel invadierten 
Zytotrophoblastzellen. Der Maßstabsbalken in A und B repräsentiert eine Größe von 25 µm. 
 
 
3.1.1.4 Sauerstoff-abhängige Regulation von CYR61 und NOV in humanen 
plazentaren Explants des ersten Trimesters 
 
Für die Expressionsanalyse von CYR61 und NOV wurden die plazentaren Explants für eine 
Woche unter 3% O2 und 8% O2  bzw. 20% O2 kultiviert. Anschließend wurden die gesamten 
Explants inklusive der invadierten EVT-Zellen und des sie umgebenden Matrigels isoliert und 
entweder für die mRNA-Analyse mittels quantitativer Real-time PCR oder die der 
intrazellulären Proteine mittels Western Blot verwendet. Die Quantifizierung der mRNA-
Expression und des intrazellulären Proteins von CYR61 und NOV wurde zu der konstanten 
Expression des House-Keeping-Gens β-Aktin normalisiert. Die daraus resultierenden  
Expressionswerte der unter 3% O2 kultivierten JEG3-Zellen wurden zusätzlich zu den 
Expressionswerten unter 8% O2  bzw. 20% O2 normalisiert. Die Expressionswerte der unter   
8 % O2  bzw. 20% O2 kultivierten Zellen wurden dabei auf 1 gesetzt und der Quotient aus der 
Expression bei 3% O2 und 8% O2  bzw. 20% O2 graphisch aufgetragen.  
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Die Analyse der CYR61-Expression bei 3% O2 im Vergleich zu 20% O2 zeigte sowohl eine 
Hochregulation auf mRNA-Ebene als auch des intrazellulären Proteins (Abb. 3.5 A). Die 
NOV-Transkripte zeigten einen signifikanten Anstieg der mRNA-Expression als auch der 
intrazellulären Protein-Expression unter 3% O2 (Abb. 3.5 B).  
 
 
 
Abb. 3.5: Vergleichende Regulation von CYR61 und NOV in plazentaren Explants des 
ersten Trimesters unter 3% O2 im Vergleich zu 20% O2. A, B, Densitometrische Analyse 
der CYR61- (A) und NOV- (B) mRNA und des intrazellulären Proteins in plazentaren 
Explants inkubiert unter 3% O2. Unter den Grafiken sind exemplarische Immunblots 
dargestellt. Die Level der mRNA- und Protein-Expression sind zu der konstanten Expression 
von β-Aktin normalisiert. Die Werte der mRNA- und Protein-Quantifizierung sind als 
Mittelwerte der Expressionslevel unter 3% O2 relativ zu den 20% O2-Kontrollen dargestellt. 
CYR61: mRNA n = 14, Protein n = 13; NOV: mRNA n = 12, Protein n = 11. Die Säulen 
repräsentieren den Mittelwert von n unabhängigen Proben und die Balken den Standardfehler 
des Mittelwertes. *, P < 0.05 (gemessen im Vergleich zu der 20% O2-Kontrolle). 
 
 
Die mRNA-Expression von CYR61 nach einwöchiger Kultivierung unter 3% O2 im 
Vergleich zu der 8% O2-Kontrolle zeigte einen signifikanten Anstieg, wobei der intrazelluläre 
Proteinlevel ebenfalls erhöht, jedoch nicht signifikant hochreguliert war (Abb. 3.6 A). Die 
Expression der NOV-mRNA und des intrazellulären Proteins war in beiden Fällen signifikant 
hochreguliert (Abb. 3.6 B).  
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Abb. 3.6: Regulation von CYR61 und NOV in plazentaren Explants des ersten 
Trimesters unter 3% O2 im Vergleich zu dem physiologischem Sauerstoffgehalt in der 
reifen Plazenta (8% O2). A, B, Densitometrische Analyse der CYR61- (A) und NOV- (B) 
mRNA und des intrazellulären Proteins in plazentaren Explants inkubiert unter 3% O2 
verglichen zu 8% O2 und exemplarischer Immunblot. Die zu β-Aktin normalisierten Werte 
der mRNA- und Protein-Quantifizierung sind als Mittelwerte der Expressionslevel unter 3% 
O2 relativ zu der 8% O2-Kontrolle dargestellt. mRNA und Protein n = 5. Die Säulen 
repräsentieren den Mittelwert von n unabhängigen Quantifizierungen und die Balken den 
Standardfehler des Mittelwertes. *, P < 0.05 (gemessen im Vergleich zu der 8% O2-
Kontrolle). 
 
 
Zusammenfassend konnte eine Hochregulation beider CCN-Moleküle unter 3% O2 in 
humanen plazentaren Explants des ersten Trimesters nachgewiesen werden. Diese Regulation 
war unabhängig von der Normalisierung zu den beiden Kontrollen, 20% O2 oder 
physiologischer Sauerstoffgehalt in der reifen Plazenta (8% O2).  
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3.1.2 Untersuchungen zur hypoxischen Regulation von CYR61 und NOV in der 
humanen Trophoblast-Zelllinie JEG3  
 
 
3.1.2.1 Lokalisationsuntersuchungen von CYR61 und NOV in JEG3-
Trophoblastzellen unter 20% O2 und Hypoxie  
 
Die maligne Chorionkarzinom-Zelllinie JEG3, welche den invasiven Trophoblasten 
repräsentiert, wurde verwendet, um die hypoxische Regulation der beiden CCN-Moleküle in 
vitro zu untersuchen. Die in der Abb. 3.7 dargestellte Immunzytochemie zeigt eine deutliche 
Expression von CYR61 und NOV in den JEG3-Zellen sowohl unter 20% O2 als auch unter 
hypoxischen (1% O2) Bedingungen. Die Zellen wurden zuvor für 4, 8 und 24 h unter 20% O2  
oder Hypoxie kultiviert und anschließend immunzytochemisch gefärbt. Eine Veränderung der 
Lokalisation war nur nach 8 h unter Hypoxie zu beobachten.  
 
Es ist zu erkennen, dass CYR61 unter 20% O2 eine starke Expression im Nukleus und im 
Speziellen im Chromatin aufweist mit geringerer Verteilung im Zytoplasma (Abb. 3.7 A). Die 
Inkubation der Zellen unter Hypoxie bewirkte eine stärkere Lokalisation an der 
Nukleusmembran, jedoch war CYR61 auch noch im Nukleus und geringfügig im Zytoplasma 
exprimiert (Abb. 3.7 C). Eine Lokalisationsänderung ist auch bei dem NOV-Protein zu 
erkennen, jedoch stärker ausgeprägt verglichen zum CYR61-Protein. Unter 20% O2 war NOV 
stark im Nukleus und, ähnlich wie bei dem CYR61-Protein, im Chromatin exprimiert im 
Vergleich zur Expression im Zytoplasma (Abb. 3.7 B). Die Änderung der 
Sauerstoffbedingungen, d.h. die Inkubation unter Hypoxie, bewirkte eine 
Lokalisationsänderung des NOV-Proteins in den Zellen. Unter Hypoxie war NOV stark an 
der Nukleusmembran lokalisiert, mit geringer bis nicht erkennbarer Expression im Nukleus 
und einer diffusen Verteilung im Zytoplasma (Abb. 3.7 D). 
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Abb. 3.7: Lokalisation von CYR61 und NOV in JEG3-Zellen unter verschiedenen 
Sauerstoffbedingungen. A, B, Ko-Immunzytochemie von CYR61 (rot, A) und NOV (grün, 
B) in JEG3-Zellen inkubiert für 8 h unter 20% O2. C, D, Ko-Immunzytochemie von CYR61 
(rot, C) und NOV (grün, D) in JEG3-Zellen inkubiert für 8 h unter Hypoxie (1% O2). Die 
Maßstabsbalken in A-D repräsentieren eine Größe von 50µm. 
 
 
3.1.2.1.1 Reaktivität des Zellkultursystems auf das hypoxische Milieu 
 
Die JEG3-Zellen wurden über eine Zeitspanne von 24 h entweder unter 20% O2 oder 
Hypoxie (1% O2) kultiviert und die Expression der beiden CCN-Moleküle mittels 
quantitativer Real-time PCR und Western Blot ermittelt. Auf Proteinebene wurde sowohl die 
intrazelluläre als auch die Expression von sezerniertem CYR61 und NOV hinsichtlich ihrer 
hypoxischen Regulation untersucht. Die Reaktivität des Zellkultursystems auf Hypoxie wurde 
im Folgenden zunächst durch den Nachweis der HIF-1α-Stabilisierung überprüft. HIF-1α ist 
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ein Hypoxie induzierter Faktor, der unter hypoxischen Bedingungen stabilisiert wird und 
dadurch mittels Western Blot detektiert werden kann. Die Protein-Expression von HIF-1α 
wurde nach 4, 8 und 24 h unter Hypoxie bestimmt und der Mittelwert aus drei unabhängigen 
Experimenten ermittelt. Wie in Abb. 3.8 A ersichtlich wird, akkumulierte das HIF-1α-Protein 
bereits nach 4 h unter Hypoxie und blieb während der gesamten Versuchsspanne bis zu 24 h 
stabil. Als zusätzliche Kontrolle für das hypoxische Milieu in der Zellkultur diente der 
Nachweis der mRNA-Expression von VEGF-A, dessen Transkription durch Hypoxie 
gesteigert wird (Gleadle et al., 1995; Shore et al., 1997). Die mRNA-Expression von VEGF-A 
wurde mittels quantitativer Real-time PCR ermittelt. Abb. 3.8 B zeigt die signifikante 
Hochregulation der VEGF-A-mRNA nach 4, 8 und 24 h unter Hypoxie, normalisiert zu der 
Expression unter 20% O2.  
 
 
 
Abb. 3.8: Stabilisierung des HIF-1α-Proteins und Expression von VEGF-A unter 
Hypoxie. A, Densitometrische Analyse und Immunblot der HIF-1α-Expression in JEG3-
Zellen nach 4-, 8- und 24-stündiger Inkubation unter 1% O2. Die Expressionswerte von    
HIF-1α sind zu den Expressionswerten von β-Aktin normalisiert. B, Graphische Darstellung 
der VEGF-A-mRNA-Expression in JEG3-Zellen unter hypoxischen Bedingungen. Die zu β-
Aktin normalisierten Werte der mRNA-Quantifizierung sind als Mittelwerte der 
Expressionslevel unter Hypoxie (1% O2) relativ zu 20% O2 dargestellt. Dabei wurden die 
Expressionslevel von VEGF-A unter 20% O2 auf 1 gesetzt. Die Säulen repräsentieren den 
Mittelwert von drei unabhängigen Messungen und die Balken den Standardfehler des 
Mittelwertes. *, P < 0.05 (gemessen im Vergleich zu 20% O2). 
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3.1.2.1.2 Expressionsuntersuchungen von CYR61 und NOV unter Hypoxie 
 
Die JEG3-Zellen wurden für 4, 8 oder 24 h unter Hypoxie (1% O2) oder 20% O2 kultiviert. 
Anschließend wurden die Gesamt-RNA und die intrazellulären Proteine isoliert und der 
Zellkulturüberstand für den Nachweis von sekretierten Proteinen verwendet (s. Material und 
Methoden 2.2.2.2 und 2.2.3.2). Die Ermittlung der Expression erfolgte mittels quantitativer 
Real-time PCR und Western Blots. Die Quantifizierung der Expression der CYR61- und 
NOV-mRNA und des intrazellulären Proteins wurde zu der Expression des House-Keeping-
Gens β-Aktin normalisiert, die Expression der sekretierten Proteine zu dem konstanten Gehalt 
des im Zellkulturmedium enthaltenden BSA. Die Expressionswerte der unter Hypoxie 
kultivierten JEG3-Zellen wurden zusätzlich zu den Expressionswerten unter 20% O2 
normalisiert. Die Expressionswerte der unter 20% O2 kultivierten Zellen wurden dabei auf 1 
gesetzt und der Quotient aus hypoxischer Expression und der unter 20% O2  ermittelten 
Expression graphisch aufgetragen.  
 
Die CYR61-mRNA war signifikant 1,4-fach hochreguliert nach 8 h unter hypoxischen 
Bedingungen mit einer nachfolgenden Herunterregulation nach 24 h unter Hypoxie (Abb. 3.9 
A). Die Western Blot-Analyse zeigte eine starke 8,8-fache transiente Hochregulation des 
intrazellulären CYR61-Proteins nach 8 h unter Hypoxie, gefolgt von einer leichten 
Herunterregulation nach 24 h, wobei die nach 8 h signifikant erhöhte Sekretion von CYR61 
auch noch nach 24 h unter Hypoxie signifikant erhöht blieb (Abb. 3.9 B, C). Die NOV-
mRNA-Expression war nur leicht verändert, mit einem Anstieg der Expression nach 4 h und 
einer nochmaligen Hochregulation nach 8 h unter Hypoxie (Abb. 3.10 A). Die intrazelluläre 
Protein-Expression von NOV zeigte ein vergleichbares Muster zu der CYR61-Expression, 
wobei NOV eine stärkere signifikante 25-fache transiente Hochregulation nach 8 h unter 
Hypoxie zeigte und die Sekretion nach einem leichten Anstieg nach 24 h unter Hypoxie 
signifikant hochreguliert war (Abb. 3.10 B, C).  
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Abb. 3.9: Anstieg der CYR61-Expression unter hypoxischen Bedingungen. A-C 
Densitometrische Analyse der CYR61-mRNA (A), der intrazellulären (B) und sekretierten 
(C) Protein-Expression mit Immunblots in JEG3-Zellen gemessen nach 4, 8 und 24 h unter 
Hypoxie (1% O2). Die Level der mRNA- und der intrazellulären Protein-Expression sind 
normalisiert zu der β-Aktin Expression, die des sekretierten Proteins zu BSA, welches im 
Zellkulturmedium enthalten ist. Die Werte der mRNA- und Protein-Quantifizierung sind als 
Mittelwerte der Expression unter Hypoxie relativ zu 20% O2 dargestellt. Die Expressionslevel 
von CYR61 unter 20% O2 wurden auf 1 gesetzt. Die Säulen repräsentieren den Mittelwert 
von drei unabhängigen Quantifizierungen und die Balken den Standardfehler des 
Mittelwertes. *, P < 0.05 (gemessen im Vergleich zu 20% O2). 
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Abb. 3.10: Anstieg der NOV-Expression unter hypoxischen Bedingungen. A-C 
Densitometrische Analyse der NOV-mRNA (A), der intrazellulären (B) und sekretierten (C) 
Protein-Expression mit Immunblots in JEG3-Zellen gemessen nach 4, 8 und 24 h unter 
Hypoxie (1% O2). Die Level der mRNA- und intrazellulären Protein-Expression sind 
normalisiert zu der β-Aktin Expression, die des sekretierten Proteins zu BSA. Die Werte der 
mRNA- und Protein-Quantifizierung sind als Mittelwerte der Expression unter 1% O2 relativ 
zu 20% O2 dargestellt, die unter 20% O2 ermittelten Werte wurden dabei auf 1 gesetzt. Die 
Säulen repräsentieren den Mittelwert von drei unabhängigen Quantifizierungen und die 
Balken den Standardfehler des Mittelwertes. *, P < 0.05 (gemessen im Vergleich zu 20% O2). 
 
 
3.1.2.2 Die Regulation von CYR61 und NOV ist von HIF-1α abhängig 
 
Die hypoxische Regulation von CYR61 und NOV in den humanen plazentaren Explants und 
den JEG3-Trophoblastzellen konnte nur eine Regulation durch hypoxische Bedingungen 
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nachweisen. Es stellte sich jedoch die Frage, ob diese Regulation direkt über HIF-1α erfolgt. 
Die erhöhten Proteinkonzentrationen von CYR61 und NOV waren zwar von einer 
Stabilisierung von HIF-1α auf Proteinebene begleitet, jedoch musste dieses nicht abhängig 
voneinander reguliert werden. Um eine Regulation über HIF-1α nachweisen zu können, 
wurden die JEG3-Zellen zunächst mit dem HIF-1α-Stabilisator Dimethyloxalylglyzin 
(DMOG) behandelt. Unter 20% O2 wird HIF-1α durch die Prolylhydroxylasen, im 
Wesentlichen durch PHD2, hydroxyliert und somit für die Degradation gekennzeichnet und 
abgebaut (s. 1.3). DMOG inhibiert die Prolylhydroxylasen, wodurch das HIF-1α-Protein auch 
unter 20% O2 stabilisiert wird und die hypoxische Situation simuliert werden kann. 
 
 
3.1.2.2.1 Nachweis der Reaktivität der JEG3-Zellen auf DMOG 
 
Eine Stabilisierung von HIF-1α durch DMOG war nur durch die Inhibition der PHD2 
möglich, daher wurde zunächst die Expression der PHD2-Transkripte in einer kompetitiven 
semi-quantitativen PCR mit β-Aktin nach 4, 8 und 24 h unter 20% O2 und Hypoxie (1% O2) 
nachgewiesen (Abb. 3.11 A). Wie in der Abb. 3.11 A zu erkennen ist, werden die PHD2-
Transkripte über die gesamte Versuchsspanne exprimiert. Zum Nachweis der HIF-1α-
Stabilisierung wurden die JEG3-Zellen mit 1 mM DMOG für jeweils 4, 8 und 24 h unter 20% 
O2 inkubiert. Als Kontrolle diente die Kultivierung der JEG3-Zellen mit dem Lösungsmittel 
PBS als Zusatz. Wie in Abb. 3.11 B zu sehen ist, konnte das HIF-1α-Protein bereits nach 4 h 
durch DMOG stabilisiert werden und blieb über die gesamte Versuchsspanne von 24 h stabil 
exprimiert. 
 
 
 
Abb. 3.11: Stabilisierung des HIF-1α-Proteins mit Hilfe des PHD2-Inhibitors DMOG. A, 
Semi-quantitative PCR von PHD2 und β-Aktin in JEG3-Zellen inkubiert unter Hypoxie (1% 
O2) und 20% O2 für 4, 8 und 24 h. B, Exemplarischer Immunblot der HIF-1α-Stabilisierung 
in JEG3-Zellen durch DMOG über eine Zeitspanne von 24 h unter 20% O2. Als Kontrolle 
diente die Verwendung des Lösungsmittels PBS ohne DMOG (-DMOG).  
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3.1.2.2.2 Bestimmung der CYR61- und NOV-Expression unter dem Einfluss von 
DMOG 
 
Die JEG3-Zellen wurden entweder mit 1 mM DMOG oder nur mit dem Lösungsmittel für 
jeweils 4, 8 und 24 h unter 20% O2 inkubiert und anschließend die mRNA- und Protein-
Expression mittels quantitativer Real-time PCR- und Western Blot-Analyse bestimmt. Die 
Expression der CYR61- und NOV-mRNA und des intrazellulären Proteins wurde zu β-Aktin, 
die des sekretierten Proteins zu BSA normalisiert. Anschließend wurde die Expression der mit 
DMOG behandelten Zellen zu der Expression der mit dem Lösungsmittel behandelten Zellen 
normalisiert. Die Stabilisierung des HIF-1α-Proteins führte zu einer ansteigenden CYR61-
mRNA-Expression mit signifikanter 5,7-facher Hochregulation nach 24 h unter DMOG-
Einfluss (Abb. 3.12 A). Interessanterweise konnte auf intrazellulärer Proteinebene bereits 
nach 4 h unter DMOG-Einfluss eine signifikante 17-fache Hochregulation von CYR61 
nachgewiesen werden, welche nach 8 h herunterreguliert war und nach 24 h wiederum 
signifikant anstieg (Abb. 3.12 B). Im Gegensatz zu der intrazellulären Protein-Expression war 
das sekretierte CYR61-Protein nach 4 h signifikant herunterreguliert, gefolgt von einem 
kontinuierlichen Anstieg der Expression nach 24 h Inkubationsdauer (Abb. 3.12 C). Die 
Inkubation der JEG3-Zellen mit DMOG zeigte auf mRNA-Ebene einen kontinuierlichen 
Anstieg der NOV-Transkripte, beginnend nach 8 h unter DMOG-Einfluss. Während die 
NOV-mRNA nach 4-stündiger Inkubation zunächst leicht herunterreguliert war, stieg diese 
nach 8 h signifikant an und erreichte nach 24 h eine signifikante 3,3-fache Hochregulation 
(Abb.3.13  A). Die Induktion des intrazellulären NOV-Proteins durch DMOG erfolgte bereits 
nach 4 h, gefolgt von einer Herunterregulation und einem erneuten, jedoch signifikanten 
Anstieg der Expression nach 24 h (Abb. 3.13 B). Die Sekretion von NOV war über die 
gesamte Versuchsspanne erhöht mit einem Peak nach 8 h unter DMOG-Einfluss und einem 
leichten Abfall nach 24 h (Abb. 3.13 C), jedoch konnte keine Signifikanz nachgewiesen 
werden. 
  
Zusammenfassend, zeigt die Kultivierung der JEG3-Zellen mit DMOG eine ähnliche 
Hochregulation der mRNA- und der intrazellulären Proteinexpression wie unter hypoxischen 
Bedingungen. Die sekretierten Proteinlevel zeigen jedoch ein anderes Expressionsmuster. Die 
Sekretion unter Hypoxie war sowohl bei CYR61 als auch bei NOV signifikant hochreguliert 
im Gegensatz zu der Kultivierung unter DMOG-Einfluss, bei der keine signifikante 
Hochregulation nachgewiesen werden konnte.  
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Abb. 3.12: Die CYR61-Expression wird durch die Stabilisierung des HIF-1α-Proteins 
reguliert. A-C, Densitometrische Analyse der CYR61-mRNA (A), der intrazellulären (B) 
und sekretierten (C) Protein-Expression mit den zugehörigen Immunblots in JEG3-Zellen 
nach DMOG-Behandlung für 4, 8 und 24 h unter 20% O2. Die intrazelluläre CYR61-Protein-
Expression ist zu der β-Aktin Expression normalisiert, die des sekretierten Proteins zu BSA. 
Die quantifizierten mRNA- und Protein-Werte sind als Mittelwerte der Expressionslevel unter 
Einfluss von DMOG relativ zur Lösungsmittelkontrolle dargestellt. Die Expressionslevel der 
mit dem Lösungsmittel behandelten Zellen wurden dabei auf 1 gesetzt. Die Säulen 
repräsentieren den Mittelwert von drei unabhängigen Quantifizierungen und die Balken den 
Standardfehler des Mittelwertes. *, P < 0.05 (gemessen im Vergleich zur 
Lösungsmittelkontrolle (-DMOG)). 
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Abb. 3.13: Die Stabilisierung des HIF-1α-Proteins durch DMOG induziert die 
Hochregulation von NOV. A-C, Densitometrische Analyse der NOV-mRNA (A), der 
intrazellulären (B) und sekretierten (C) Protein-Expression mit den zugehörigen Immunblots 
in JEG3-Zellen nach DMOG-Behandlung für 4, 8 und 24 h unter 20% O2. Die Höhe der 
intrazellulären Protein-Expression ist zu der β-Aktin-Expression normalisiert, die des 
sekretierten Proteins zu BSA. Die quantifizierten mRNA- und Protein-Werte sind als 
Mittelwerte der Expressionslevel unter Einfluss von DMOG relativ zu der Lösungs-
mittelkontrolle dargestellt. Die Expressionslevel der Kontrollen wurden dabei auf 1 gesetzt. 
Die Säulen repräsentieren den Mittelwert von drei unabhängigen Quantifizierungen und die 
Balken den Standardfehler des Mittelwertes. *, P < 0.05 (gemessen im Vergleich zur 
Lösungsmittelkontrolle (-DMOG)). 
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3.1.2.3 Die hypoxische Regulation von CYR61 und NOV erfolgt über HIF-1α 
 
Die vorhergehenden Ergebnisse konnten den Nachweis erbringen, dass CYR61 und NOV 
durch Hypoxie reguliert werden und dass sie durch die Verwendung von DMOG, welches 
HIF-1α unter 20% O2 stabilisiert, eine ähnliche Regulation von CYR61 und NOV zeigen wie 
unter Hypoxie. Die Auswirkungen von DMOG auf die Zellen und insbesondere auf Proteine, 
welche durch Hypoxie reguliert werden, sind jedoch noch nicht in ihrer Gesamtheit 
verstanden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese Chemikalie noch andere 
Proteine beeinflusst, welche eine Regulation der zu untersuchenden Gene herbeiführen 
könnten. Es ist bekannt, dass DMOG neben den Prolylhydroxylasen auch die Asparaginyl-
Hydroxylasen (Jaakkola et al., 2001; Epstein et al., 2001; Lando et al., 2002; Hewitson et al., 
2002) und die Kollagen-Prolyl-4-Hydroxylase (Baader et al., 1994) inhibieren kann. Zudem 
ist es vorr. fähig andere Mitglieder der 2-Oxoglutarat-abhängigen Dioxygenasen zu inhibieren 
(Elvidge et al., 2006). Eine direkte Regulation von CYR61 und NOV durch HIF-1α wurde 
daher mit Hilfe von siRNA-Experimenten gezielt auf HIF-1α in JEG3-Zellen durchgeführt. 
 
 
3.1.2.3.1 Ermittlung der Transfektionseffizienz von siRNAs in JEG3-Zellen 
 
Bevor die JEG3-Zellen mit siRNAs gegen HIF-1α und einer internen Kontrolle transfiziert 
werden konnten, musste die Transfektionseffizienz der Zelllinie getestet werden. Dazu 
wurden die JEG3-Zellen mit dem Fluorescein-markierten dsRNA Oligomer BLOCK-iT 
transfiziert und die Transfektionseffizienz anhand der Menge der fluoreszierenden Zellen 
bestimmt. Zunächst wurden die JEG3-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen des 
BLOCK-iT Oligomers und unterschiedlichen Transfektionsreagenzien transfiziert und die 
Transfektionseffizienz nach 24 h oder 48 h ermittelt. Eine optimale Transfektionseffizienz 
konnte bei der Verwendung des Transfektionsreagenz INTERFERin nach 24 h Inkubation  
festgestellt werden; die optimale Menge an siRNA betrug 20 nm und das 
Verdünnungsverhältnis des Transfektionsreagenz 1:50. Die Transfektionseffizienz betrug bei 
Verwendung der genannten Konzentrationen zwischen 80 und 90%. 
 
 
3.1.2.3.2 Nachweis der Effizienz des HIF-1α Silencing 
 
Nach der Ermittlung der optimalen Transfektionsbedingungen wurden die JEG3-Zellen 
entweder transient mit HIF-1α-siRNA oder der nicht-bindenden siRNA siCONTROL als eine 
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interne Kontrolle transfiziert und für 24 h unter 20% O2 mit dem Transfektionsreagenz 
inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation der transfizierten Zellen unter hypoxischen 
(1% O2; siHIF-1α und siCONTROL) Bedingungen oder unter 20% O2 (siCONTROL) für 
jeweils 4, 8 und 24 h. Nach der Inkubation der Zellen wurde zunächst bei jedem 
Versuchsdurchlauf die Effizienz des HIF-1α-Silencing mit Hilfe eines Immunblots mit 
Antikörpern gegen HIF-1α bestimmt. Die Experimente wurden dreimal unabhängig 
voneinander durchgeführt. Der spezifische Knock-down der HIF-1α Proteine lag zwischen 80 
und 90% in allen Experimenten, ein Beispielblot ist in Abb. 3.14 dargestellt. 
 
 
 
Abb. 3.14: Silencing von HIF-1α in JEG3-Zellen mit Hilfe von siRNAs. A, Immunblot der 
HIF-1α Protein-Expression. Es ist eine signifikante Reduktion des HIF-1α-Proteins durch 
Behandlung der JEG3-Zellen HIF-1α-siRNA zu erkennen. Die Zellen wurden entweder mit 
HIF-1α-siRNA (+) oder siCONTROL (-), eine als Kontrolle dienende, nicht bindende siRNA, 
unter Hypoxie (1% O2) inkubiert. Die Effizienz des HIF-1α-Silencing lag in drei 
unabhängigen Experimenten zwischen 80 und 90%.   
 
 
3.1.2.3.2 Ermittlung der CYR61 und NOV Expression unter dem Einfluss von 
siRNAs gegen HIF-1α 
 
Nach der Inkubation der Zellen für 4, 8 und 24 h unter Hypoxie oder 20% O2 wurden die 
Gesamt-RNA und die intrazellulären Proteine isoliert und der Zellkulturüberstand für die 
Analyse der sekretierten Proteine verwendet. Die Expression der mRNA und der intra-
zellulären Proteine wurde mit β-Aktin, die der sekretierten Proteine mit BSA, normalisiert. 
Für die Berechnung des Einflusses der HIF-1α-siRNA auf die CYR61- und NOV-Expression 
wurden die Expressionswerte der mit siCONTROL und siHIF-1α behandelten und unter 
Hypoxie kultivierten Zellen zu denen mit siCONTROL behandelten und unter 20% O2 
kultivierten Zellen normalisiert. Die Expression der unter siCONTROL und 20% O2 
kultivierten Zellen wurde auf 1 gesetzt. Die Herunterregulation von HIF-1α unter Hypoxie 
zeigte keine Unterschiede in der mRNA-Expression von CYR61 (Abb. 3.15 A), führte jedoch 
zu einer signifikanten Abnahme der intrazellulären CYR61-Protein-Expression nach 24 h 
(Abb. 3.15 B). Im Gegensatz dazu war die Sekretion von CYR61 nach 24-stündiger 
Inkubation signifikant hochreguliert (Abb. 3.15 C). Der Knock-down von HIF-1α ergab eine 
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signifikante Herunterregulation der NOV-mRNA nach 8 h unter Hypoxie (Abb. 3.16 A) und 
führte auch zu einer reduzierten intrazellulären NOV-Proteinmenge nach 4 und 24 h 
Inkubation (Abb. 3.16 B), wobei die NOV-Sekretion bei verminderter HIF-1α-Expression 
über den gesamten Versuchszeitraum nahezu unverändert war (Abb. 3.16 C). 
 
 
 
Abb. 3.15: HIF-1α-abhängige Regulation der CYR61-Expression in JEG3-Zellen.A-C, 
Densitometrische Analyse der CYR61 mRNA (A), des intrazellulären (B) und sekretierten 
Proteins (C) nach Behandlung der JEG3-Zellen mit siRNA gegen HIF-1α (+) oder 
siCONTROL (-) unter hypoxischen Bedingungen (1% O2) oder siCONTROL unter 20% O2 
für 4, 8 und 24 h. Die zugehörigen Western Blots sind unter den Graphiken aufgeführt. Die 
Expressionswerte sind Mittelwerte normalisiert zu β-Aktin (mRNA, intrazelluläres Protein) 
oder BSA (sekretiertes Protein). Die Expressionslevel der mit siCONTROL unter 20% O2 
behandelten Zellen wurden dabei auf 1 gesetzt. Die Säulen repräsentieren den Mittelwert von 
drei unabhängigen Quantifizierungen und die Balken den Standardfehler des Mittelwertes. *, 
P < 0.05 (gemessen im Vergleich zu siCONTROL unter Hypoxie (-)). 
 
3 Ergebnisse 64 
 
 
Abb. 3.16: HIF-1α-abhängige Regulation der NOV-Expression in JEG3-Zellen. A-C, 
Densitometrische Analyse der NOV-mRNA (A), des intrazellulären (B) und sekretierten 
Proteins (C) nach Behandlung der JEG3-Zellen mit siRNA gegen HIF-1α (+) oder 
siCONTROL (-) unter hypoxischen Bedingungen (1% O2) oder siCONTROL unter 20% O2 
für 4, 8 und 24 h. Die zugehörigen Western Blots sind unter den Graphiken aufgeführt. Die 
Expressionswerte sind Mittelwerte normalisiert zu β-Aktin (mRNA, intrazelluläres Protein) 
oder BSA (sekretiertes Protein). Die Expressionslevel der mit siCONTROL unter 20% O2  
behandelten Zellen wurden dabei auf 1 gesetzt. Die Säulen repräsentieren den Mittelwert von 
drei unabhängigen Quantifizierungen und die Balken den Standardfehler des Mittelwertes. *, 
P < 0.05 (gemessen im Vergleich zu siCONTROL unter Hypoxie (-)). 
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Die bisherigen Ergebnisse lassen darauf schließen, dass das intrazelluläre CYR61- und NOV-
Protein direkt über HIF-1α reguliert wird, da eine Hochregulation sowohl unter Hypoxie, als 
auch unter DMOG-Einfluss nachgewiesen werden konnte und beide Proteine bei signifikant 
verringerter HIF-1α-Expression durch Verwendung von siRNAs ebenfalls signifikant 
herunterreguliert waren. Während die sekretierte Form von CYR61 durch Einfluss von 
DMOG nur leicht hochreguliert wurde, war bei verringerter HIF-1α-Expression keine 
Herunterregulation zu beobachten. Dieses deutet darauf hin, dass die Sekretion von CYR61 
zwar Hypoxie abhängig, jedoch HIF-1α-unabhängig ist. Die gleichen Ergebnisse konnten für 
NOV beobachtet werden. Die Sekretion nach Inkubation der Zellen mit DMOG war ebenso 
nur geringfügig verändert wie bei CYR61, jedoch konnte auch keine Herunterregulation bei 
verringerter HIF-1α-Expression gezeigt werden.  
 
Diese Ergebnisse deuten an, dass die intrazellulären CYR61- und NOV-Proteine durch HIF-
1α in JEG3-Zellen reguliert werden, im Vergleich zu der HIF-1α-unabhängigen Regulation 
der sekretierten Formen. 
 
 
3.1.2.4 TGF-β3 ist in die CYR61- and NOV-Regulation unter Hypoxie involviert  
 
Die Ergebnisse des vorhergehenden Versuchs mit siRNA gegen HIF-1α deuten darauf hin, 
dass es einen zusätzlichen Signalweg zu HIF-1α unter Hypoxie geben muss, der u.a. die 
Sekretion von CYR61 und NOV unter hypoxischen Bedingungen beeinflussen kann. Da 
TGF-β3 als wichtiger Faktor bei der Trophoblastinvasion bekannt ist (Caniggia et al., 1999, 
2000a, 2000b; Nishi et al., 2004) und unter Hypoxie reguliert wird (Caniggia et al., 2000b), 
wurde in der vorliegenden Arbeit die CYR61- und NOV-Expression unter dem Einfluss von 
TGF-β3 unter Hypoxie (1% O2) untersucht. Zunächst wurde die TGF-β3-Expression unter 
Hypoxie bestimmt. Wie in Abb. 3.17 dargestellt ist, konnte eine gesteigerte Protein-
Expression von TGF-β3 durch Hypoxie induziert werden. Die TGF-β3-Expression stieg 
langsam nach 4 h unter Hypoxie an und erreichte eine maximale signifikante Hochregulation 
nach 8 h, welche anschließend wieder abfiel, jedoch signifikant erhöht blieb. Die Expression 
unter Hypoxie wurde zu der Expression unter 20% O2 abgeglichen und die unter 20% O2 
ermittelten Expressionswerte auf 1 gesetzt. Die Hochregulation der Expression ging 
gleichzeitig mit der Stabilisierung des HIF-1α-Proteins einher. 
 
3 Ergebnisse 66 
 
 
Abb. 3.17: Anstieg der TGF-β3-Expression unter Einfluss von Hypoxie.                       
A, Densitometrische Auswertung der TGF-β3-Protein-Expression unter Hypoxie (1% O2)    
für 4, 8 und 24 h. Die Expression unter Hypoxie wurde zu der Expression unter 20% O2 
abgeglichen und die unter 20% O2 ermittelten Expressionswerte auf 1 gesetzt. Die Säulen 
repräsentieren den Mittelwert von drei unabhängigen Quantifizierungen und die Balken den 
Standardfehler des Mittelwertes. *, P < 0.05 (gemessen im Vergleich zu 20% O2). 
 
 
3.1.2.4.1 Analyse der CYR61- und NOV-Regulation durch den Einfluss von 
rekombinantem TGF-β3 unter Hypoxie 
 
Damit die Regulation von CYR61 und NOV unter Einfluss von TGF-β3 untersucht werden 
konnte, wurde als Erstes die Reaktivität der JEG3-Zellen auf das rekombinante TGF-β3 
überprüft. Die Zellen wurden für 24 h mit verschiedenen Konzentrationen an rekombinantem 
TGF-β3 inkubiert (10, 20, 50 und 100 ng rekombinantes TGF-β3) und anschließend unter 
hypoxischen Bedingungen für jeweils 4, 8 und 24 h weiter kultiviert. Als Kontrolle diente die 
Inkubation von JEG3-Zellen mit dem Lösungsmittel unter Hypoxie für 4, 8 und 24 h. Eine 
Induktion der CYR61- und NOV-Expression konnte erst mit einer Konzentration von 100 ng 
des rekombinanten Proteins erreicht werden. Daher wurden die folgenden Untersuchungen zu 
der Regulation der CYR61- und NOV-Expression mit 100 ng des rekombinanten Proteins 
fortgesetzt. Zur Ermittlung der Beteiligung von TGF-β3 an der hypoxischen Regulation, 
wurde das intrazelluläre Protein aus dem Zelllysat isoliert und der Zellkulturüberstand zum 
Nachweis der sekretierten Protein-Expression verwendet. Der Abgleich der Expressionswerte 
von CYR61 und NOV erfolgte wie in 3.1.2.3 beschrieben mit β-Aktin und BSA, die 
Expression von CYR61 und NOV wurde zu der Expression unter Hypoxie ohne zusätzliche 
Gabe von rekombinantem TGF-β3 normalisiert. Die Expression der Kontrolle wurde dabei 
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auf 1 gesetzt. Dadurch konnte eine Steigerung oder Abnahme der CCN-Proteinlevel, induziert 
durch rekombinantes TGF-β3, unter Hypoxie nachgewiesen werden. Interessanterweise 
zeigen die beiden CYR61- und NOV-Proteine ein komplett gegensätzliches 
Expressionsmuster bzgl. des intrazellulären im Vergleich zum sekretierten Protein nach 4- 
und 24-stündiger Kultivierung unter TGF-β3-Einfluss. Während die Menge an intrazellulärem 
CYR61 nur nach 4 h unter Hypoxie und TGF-β3-Einfluss als “early response“ signifikant 
anstieg (Abb. 3.18 A), verringerte sich die Menge an intrazellulärem NOV-Protein nach 4 h. 
Die intrazelluläre NOV-Expression stieg zudem nach verlängerter Hypoxie (24 h) signifikant 
an (Abb. 3.19 A). Im Vergleich zum sekretierten NOV, welches nur leicht durch die TGF-β3-
Kultivierung unter Hypoxie moduliert war (Abb. 3.19 B), war die CYR61-Sekretion nach 4 h 
herunterreguliert und stieg nach 8 h signifikant an mit einem nochmaligen Anstieg nach 24 h 
(Abb. 3.18 B). 
 
 
 
Abb. 3.18: Einfluss von TGF-β3 auf die hypoxische Regulation von CYR61 in JEG3-
Zellen. A, B, Immunblots und densitometrische Auswertung des intrazellulären (A) und 
sekretierten (B) CYR61-Proteins nach Behandlung mit 100 ng rekombinantem TGF-β3 unter 
Hypoxie für 4, 8 und 24 h. Die intrazelluläre Protein-Expression ist zu der Expression von β-
Aktin, die des sekretierten Proteins zu BSA normalisiert. Die quantifizierten Werte stellen die 
Mittelwerte der Expressionslevel unter dem Einfluss von rekombinantem TGF-β3 (+) unter 
Hypoxie (1% O2) relativ zu den Lösungsmittelkontrollen (-) unter Hypoxie dar. Die 
Expressionslevel der Lösungsmittelkontrolle unter Hypoxie wurden dabei auf 1 gesetzt. Die 
Säulen repräsentieren den Mittelwert von drei unabhängigen Quantifizierungen und die 
Balken den Standardfehler des Mittelwertes. *, P < 0.05 (gemessen im Vergleich zur 
Lösungsmittelkontrolle unter Hypoxie (-)). 
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Abb. 3.19: Beteiligung von TGF-β3 an der hypoxischen Regulation von NOV in JEG3-
Zellen. A, B, Immunblots und densitometrische Auswertung des intrazellulären (A) und 
sekretierten (B) NOV-Proteins nach Behandlung mit 100 ng rekombinantem TGF-β3 unter 
Hypoxie für 4, 8 und 24 h. Die intrazelluläre Protein-Expression ist zu der Expression von β-
Aktin, die des sekretierten Proteins zu BSA normalisiert. Die quantifizierten Werte stellen die 
Mittelwerte der Expressionslevel unter dem Einfluss von rekombinantem TGF-β3 (+) unter 
Hypoxie (1% O2) relativ zu den Lösungsmittelkontrollen (-) unter Hypoxie dar. Die 
Expressionslevel der Lösungsmittelkontrolle unter Hypoxie wurden dabei auf 1 gesetzt. Die 
Säulen repräsentieren den Mittelwert von drei unabhängigen Quantifizierungen und die 
Balken den Standardfehler des Mittelwertes. *, P < 0.05 (gemessen im Vergleich zur 
Lösungsmittelkontrolle unter Hypoxie (-)). 
 
 
Die zusätzliche Gabe von TGF-β3 modulierte die Expression der beiden CCN-Proteine 
unterschiedlich. Es konnte eine Regulation der intrazellulären CCN-Proteine und der CYR61-
Sekretion, nicht jedoch der NOV-Sekretion, durch TGF-β3 unter Hypoxie nachgewiesen 
werden.  
 
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der Untersuchungen mit Hypoxie, DMOG, HIF-1α 
siRNA und rekombinanten TGF-β3, dass die intrazellulären CYR61- und NOV-Proteine 
durch HIF-1α und TGF-β3 unter Hypoxie in JEG3-Zellen reguliert zu sein scheinen, im 
Vergleich zu den sekretierten CCN-Proteinen. Die Ergebnisse deuten zudem auf eine HIF-1α-
unabhängige Regulation des CYR61-Sekretionsprozesses durch TGF-β3 und Hypoxie hin. 
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4 Diskussion  
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die hypoxische Regulation der CCN-Proteine CYR61 und 
NOV im humanen invasiven Trophoblasten untersucht. Bisherige Versuche der Arbeitsgruppe 
von Prof. Dr. Winterhager zeigten, im Hinblick auf die Regulation von CYR61 und NOV in 
der Plazenta, eine starke Expression von CYR61 und NOV in den extravillösen invasiven 
Trophoblast-Riesenzellen von normalen Plazenten. Zudem konnte eine Expression der beiden 
Moleküle in Endothelzellen des embryonalen Gefäßsystems nachgewiesen werden (Gellhaus 
et al. 2006). Dagegen zeigten Plazenten von Patientinnen mit einer schweren, frühzeitig 
beginnenden, Präeklampsie eine verringerte Expression von CYR61 und NOV im Vergleich 
zu Plazenten des gleichen Gestationsalters gesunder Patientinnen (Gellhaus et al., 2006, 
2007). Ferner konnten Hinweise für reduzierte Konzentrationen der beiden Proteine im Serum 
von Schwangeren, die an einer Präeklampsie erkrankt waren, gefunden werden (Gellhaus et 
al., 2007).  
 
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Winterhager zeigten, dass CYR61 in der 
Pathogenese der Endometriose involviert ist (Absenger et al., 2004; Groothuis et al., 2005) 
und ein Anstieg von CYR61 mit einer gesteigerten Angiogenese in ektopischen 
endometrialen Läsionen in Pavianen verbunden zu sein scheint (Gashaw et al., 2006). In 
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Patrick Groothuis, Maastricht, konnte unsere 
Arbeitsgruppe zeigen, dass CYR61 das am meisten hochregulierte Gen, verglichen mit 
anderen angiogenetischen Faktoren, im Endometrium ist. Zudem ist bekannt, dass CYR61, 
welches durch Östrogen in verschiedenen Organen reguliert wird, durch Sauerstoff reguliert 
werden kann (Kunz et al., 2003). 
 
Damit der Embryo ausreichend mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt werden kann, ist es 
notwendig, dass die embryonalen Trophoblastzellen in die Dezidua einwandern, um Zugang 
zu den maternalen Gefäßen zu erlangen (Fisher, 2004). Diese Trophoblastinvasion beginnt in 
dem ersten Trimester der Schwangerschaft zwischen der 6. und 9. SSW. Zu diesem Zeitpunkt 
herrscht ein hypoxisches Milieu von ca. 3% O2 innerhalb der sich bildenden Plazenta 
(Jauniaux et al., 2000), welches Voraussetzung für die Invasionsfähigkeit des Trophoblasten 
ist (Genbacev et al., 1996, 1997; Jauniaux et al., 2006). Diese Trophoblastinvasion ist in der 
Schwangerschaftserkrankung Präeklampsie gestört (McMaster et al., 2004; Fisher, 2004), 
welches eine Unterversorgung des Embryos zur Folge hat. 
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Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Lokalisation und Regulation der 
Migrationsfaktoren CYR61 und NOV in dem humanen plazentaren Explant-Modell des ersten 
Trimesters und in der invasiven malignen Trophoblast-Zelllinie JEG3 unter verschiedenen 
Sauerstoffkonzentrationen untersucht. 
 
 
4.1 CYR61 und NOV werden in humanen plazentaren Explants des ersten 
Trimesters durch die Sauerstoffkonzentration reguliert und sind 
möglichweise an der Trophoblastinvasion beteiligt. 
 
 
4.1.1 Anstieg der CYR61- und NOV-Expression in plazentaren Explants des 
ersten Trimesters  
 
Die Beteiligung der beiden CCN-Proteine an der Trophoblastinvasion wurde zunächst durch 
die Bestimmung der Lokalisation von CYR61 und NOV in den plazentaren Explants durch 
Detektion der beiden Proteine mittels Immunhistochemie nachgewiesen. Die für eine Woche 
unter niedrigem Sauerstoffgehalt (3% O2) kultivierten plazentaren Explants zeigten eine Ko-
Lokalisation der beiden CCN-Proteine mit dem Trophoblastzell-Marker Zytokeratin 7. Die 
Doppelfärbung konnte zeigen, dass CYR61 und NOV in den äußeren Schichten des 
plazentaren Explants, dem Zytotrophoblasten und dem Synzytiotrophoblasten, lokalisiert 
waren. Dieses weist darauf hin, dass sowohl CYR61 als auch NOV an der 
Trophoblastinvasion beteiligt sein könnten, da diese an der Invasionsfront des plazentaren 
Explants exprimiert wurden. Die genauere Untersuchung der Invasionsfront durch eine 
Doppelfärbung der plazentaren Explants und der invadierten Trophoblastzellen mit CYR61 
oder NOV und HLA-G konnte zeigen, dass beide CCN-Proteine mit dem EVT-Marker-
Protein HLA-G (Kovats et al., 1990) ko-lokalisiert waren. Die Doppelfärbung von CYR61 
und HLA-G konnte nicht nur allein in den EVT-Zellen der Zellsäulen, sondern auch in Zellen, 
die in das Matrigel invadiert waren, nachgewiesen werden. Die NOV- und HLA-G-positiven 
Trophoblastzellen befanden sich meistens am Rand der Zellsäule und in bereits in das 
Matrigel invadierten EVT-Zellen. 
 
Die Arbeitsgruppe um Rimon et al. konnte eine ähnlich Lokalisation für CTGF, ein anderes 
Mitglied der CCN-Familie, welches die Migration in verschiedenen Zelltypen, wie z.B. 
Brustkrebszellen, Chondrozyten und Endothelzellen, reguliert (Shimo et al., 1999; Babic et 
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al., 1999; Luo et al., 2006; Chen PS et al., 2007; Pandey et al., 2009; Tan et al., 2009), in der 
reifen Plazenta nachweisen. Sie detektierten CTGF zum Einen in Biopsien von humanen 
Plazenten des dritten Trimesters, welche nach der Geburt entnommen wurden, und zum 
Anderen in kultivierten primären Zytotrophoblastzellen desselben Gestationsalters. Die 
Expression von CTGF war in den Biopsien hauptsächlich in der Trophoblast-Doppelschicht, 
welche die plazentaren Zotten umgibt, und in den Endothelzellen des Plazentagewebes 
lokalisiert. In den kultivierten primären Trophoblastzellen war CTGF in den mononukleären 
Zytotrophoblastzellen und im Synzytium exprimiert (Rimon et al., 2008).  
 
Die für die Inkubation der plazentaren Explants gewählte niedrige Sauerstoffkonzentration 
von 3% O2 entspricht dem physiologischen Sauerstoffgehalt in der Plazenta des ersten 
Trimesters (Jauniaux et al., 2000). Es konnte festgestellt werden, dass nur unter diesen 
Kulturbedingungen eine Invasion der Trophoblastzellen zu beobachten war, im Gegensatz zur 
Kultivierung unter 20% O2. Diese Erkenntnis konnte durch Studien von Caniggia et al. 
(2000b) bestätigt werden. Diese Arbeitsgruppe inkubierte plazentare Explants des ersten 
Trimesters ebenfalls unter 3% O2 und 20% O2. Sie fanden heraus, dass bei dem 
Sauerstoffgehalt von 20% O2 nur eine minimale Anzahl an EVT-Zellen, ausgehend von den 
Enden der Zotten, in das Matrigel invadierten, wogegen die Inkubation der Explants unter 
niedrigen Sauerstoffbedingungen eine starke Invasion der EVT-Zellen zeigte. Diese 
Ergebnisse zeigen, dass die Invasion der EVT-Zellen durch den niedrigen Sauerstoffgehalt in 
ihrer Umgebung stimuliert wird, welches durch Studien anderer Arbeitsgruppen ebenfalls 
nachgewiesen werden konnte (Genbacev et al., 1996, 1997; Jauniaux et al., 2006). 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikante Erhöhung der CYR61- und NOV-
Expression durch eine verminderte Sauerstoffkonzentration während der Kultivierung der 
plazentaren Explants des ersten Trimesters nachgewiesen werden. Es konnte eine 
Hochregulation beider Transkripte und Proteine unter dem physiologischen geringen 
Sauerstoffgehalt in der Plazenta des ersten Trimesters von 3% O2 (Jauniaux et al., 2000) im 
Vergleich zu dem physiologischen Sauerstoffgehalt in der reifen Plazenta (8% O2) (Fujikura 
und Yoshida, 1996; Schaaps et al., 2005) oder unter Standard-Kulturbedingungen von 20% 
O2 detektiert werden. Diese Ergebnisse decken sich mit der starken Expression in den 
invasiven EVT-Zellen unter Sauerstoffmangel und weisen auf eine mögliche Rolle bei der 
Invasion der Zellen hin. Die in dieser Arbeit dargestellten Befunde stimmen mit einer 
jüngsten Studie von McCaig und Lyall überein, in der gezeigt wurde, dass eine akute Hypoxie 
die Expression von GCM1 in plazentaren Explants hochreguliert (McCaig und Lyall, 2009). 
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GCM1 ist ein für die plazentare Entwicklung wichtiger Transkriptionsfaktor. Die Deletion 
von GCM1 führt in Mäusen zu einer kompletten Blockierung des Einwachsens des 
allantoiden Mesenchyms in die uteroplazentare Anlage, wobei die Mäuse an Tag E10 auf 
Grund des nicht vorhandenen plazentaren Labyrinths sterben. Zusätzlich formen die 
embryonalen GCM1-defizienten Trophoblastzellen keinen Synzytiotrophoblasten aus (Anson-
Cartwright et al., 2000; Schreiber et al., 2000). Interessanterweise konnte gezeigt werden, 
dass das plazentare GCM1 und sein Target-Gen Syncytin in der Präeklampsie unter 
chronischer Hypoxie herunterreguliert sind (Chen CP et al., 2004), welches sich mit den 
Ergebnisse von Gellhaus et al. (2007) deckt. In dieser Studie waren CYR61 und NOV in 
Seren und Plazenten von präeklamptischen Patientinnen ebenfalls herunterreguliert. 
 
 
4.2 CYR61 und NOV werden durch Hypoxie in der Trophoblast-Zelllinie 
JEG3 reguliert 
 
 
4.2.1 Hypoxie bewirkt eine Lokalisationsänderung von CYR61 und NOV in 
JEG3-Zellen 
 
Durch Vorarbeiten der Arbeitsgruppe war bereits bekannt, dass die Zellen der malignen 
Chorionkarzinomzelllinie JEG3 CCN-Proteine exprimieren. Diese humane Trophoblast-
Zelllinie gilt auf Grund ihrer Migrations- und Invasionsfähigkeit (Grümmer et al., 1994, 1999; 
Zhou et al., 1997a) als ein geeignetes Modell für den invasiven EVT und wurde deswegen 
ausgewählt, um die Regulation von CYR61 und NOV unter verschiedenen 
Sauerstoffbedingungen zu untersuchen. Die unter 1% O2 oder 20% O2 kultivierten JEG3-
Zellen zeigten eine intrazelluläre Lokalisationsänderung von CYR61 und NOV nach 8-
stündiger Inkubation unter Hypoxie. NOV wies unter 20% O2 eine starke Expression im 
Nukleus auf mit einer geringeren Verteilung im Zytoplasma, wobei die Inkubation unter 
Hypoxie eine Lokalisationsänderung des Proteins in Richtung der Nukleusmembran bewirkte. 
Innerhalb des Nukleus war nur noch eine geringe bis nicht erkennbare Expression zu 
beobachten. Die Lokalisationsänderung bei dem CYR61-Protein war dagegen weniger 
deutlich im Vergleich zum NOV-Protein. Unter 20% O2 war CYR61 zunächst stark im 
Nukleus und nur geringfügig im Zytoplasma exprimiert. Die Inkubation der Zellen unter 
Hypoxie bewirkte eine stärkere Lokalisation an der Nukleusmembran, jedoch war CYR61 
auch noch im Nukleus und geringfügig im Zytoplasma exprimiert. 
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Interessanterweise zeigten die unter Hypoxie kultivierten Trophoblastzellen eine ähnliche  
Lokalisationsänderung von NOV wie JEG3-Zellen, die mit Cx43 transfiziert wurden 
(Gellhaus et al., 2004). Durch Induktion der Cx43-Expression erfuhr das zuvor im Nukleus 
lokalisierte NOV-Protein eine Lokalisationsänderung vom Nukleus an die Zellmembran und 
zeigte dort eine Ko-Lokalisation mit Cx43. Mit NOV transfizierte parentale JEG3-Zellen 
zeigten ebenfalls eine Lokalisation an der Zellmembran. Beide JEG3-Transfektanten zeigten  
eine signifikante Reduktion des Zellwachstums. Es wird vermutet, dass Cx43 in der Lage ist, 
die Wachstumsregulation zu steuern, indem es NOV hochreguliert und an die Zellmembran 
transloziert. Diese Studie zeigt, dass die Lokalisationsänderung von NOV auf die Beteiligung 
an weiteren wichtigen zellulären Prozessen, wie z.B. Migration und Invasion, hinweisen 
könnte. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Änderung des Expressionsmusters könnte 
daher auf eine Beteiligung des NOV-Proteins an der Regulation der invasiven 
Trophoblastzellen unter Hypoxie hindeuten. Diese Annahme erfordert jedoch weitere Studien, 
in denen die Beteiligung von NOV evaluiert werden könnte. Dieses könnte z.B. durch siRNA-
Experimente mit einem gerichteten Knock-down von NOV und deren Auswirkung auf die 
Invasion der Trophoblastzellen unter Hypoxie untersucht werden.  
 
Im Allgemeinen sind CYR61 und NOV sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus 
exprimiert und können sekretiert werden. Es ist bekannt, dass die unterschiedlichen 
Funktionen der CCN-Proteine von ihrer subzellulären Lokalisation und Expression abhängig 
sind (Perbal, 2001, 2004). Yang und Lau (1991) konnten zum Beispiel zeigen, dass CYR61 
mit der EZM assoziiert ist, an die Zelloberfläche gebunden oder als sekretierte und 
intrazelluläre Form auftreten kann. Außerdem konnte in Tumoren gezeigt werden, dass die 
trunkierte intrazelluläre Form von NOV die Zellproliferation stimuliert, wogegen die „full 
lengh“ Form von NOV sekretiert wird und anti-proliferative Eigenschaften aufweist (Planque 
und Perbal, 2003). Auf Grund dessen wurde in den gegenwärtigen Experimenten zwischen 
sekretiertem und intrazellulärem CYR61 und NOV unterschieden. 
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4.2.2 HIF-1α und TGF-β3 beeinflussen die hypoxische Regulation von CYR61 
und NOV in JEG3-Zellen 
 
 
4.2.2.1 Die Expression der intrazellulären CYR61- und NOV-Proteine wird durch 
HIF-1α gesteuert 
 
Mit Hilfe der JEG3-Zelllinie wurde die hypoxische Regulation von CYR61 und NOV 
detaillierter analysiert. Die Reaktionsfähigkeit der Zellen auf die niedrige 
Sauerstoffkonzentration wurde durch den Nachweis der Stabilisierung des HIF-1α-Proteins 
bestimmt, da HIF-1α durch Hypoxie induziert und stabilisiert wird. Es konnte bereits gezeigt 
werden, dass HIF-1α eine hohe Expression in der Trophoblast-Doppelschicht in der frühen 
Schwangerschaft zwischen der 5. und 9. SSW aufweist, welches mit dem hypoxischen Milieu 
in der frühen Plazenta korreliert (Caniggia et al., 2000b). Die Untersuchungen der CYR61-
Expression zeigten eine deutliche Hochregulation der mRNA und des intrazellulären CYR61-
Proteins nach 8 h unter Hypoxie (1% O2) im Vergleich zu 20% O2, gefolgt von einer 
Herunterregulation nach 24 h. Die mRNA- und intrazelluläre Protein-Expression von NOV 
zeigte ein vergleichbares Muster zu der CYR61-Expression, wobei NOV eine stärkere 
signifikante Hochregulation des intrazellulären Proteins nach 8 h unter Hypoxie aufwies. Die 
Tatsache, dass HIF-1α über die gesamte Versuchsspanne exprimiert wurde, bestätigte eine 
anhaltende Hypoxie über die gesamte Laufzeit des Experiments. Obwohl HIF-1α akkumuliert 
blieb, fielen die intrazellulären CYR61- und NOV-Proteinlevel in ihrer Expressionsstärke ab, 
welches auf zusätzliche Signalwege hindeutet, die unter Hypoxie angeschaltet werden 
könnten und die hypoxische Suppression der beiden CCN-Proteine nach länger anhaltender 
Hypoxie hervorrufen könnten. Die Ergebnisse, welche aufzeigen, dass nach länger 
anhaltender Hypoxie eine verminderte Expression von CYR61 und NOV auftritt, korrelieren 
mit den Ergebnissen von Gellhaus et. al. (2007). In dieser Studie konnte eine 
Herunterregulation von CYR61 und NOV in Seren von Patientinnen mit Präeklampsie im 
Vergleich zu Patientinnen mit einem normalen Verlauf der Schwangerschaft nachgewiesen 
werden, wobei bekannt ist, dass präeklamptische Plazenten einer länger anhaltenden Hypoxie 
ausgesetzt sind. Die erzielten Ergebnisse können des Weiteren zum Teil durch andere 
Publikationen bestätigt werden. Verschiedene Studien konnten eine Regulation von CYR61 
unter hypoxischen Bedingungen und HIF-1α-Einfluss nachweisen. Unsere Arbeitsgruppe 
konnte in der endometrialen Zelllinie HES eine durch Hypoxie induzierte transiente 
Hochregulation der CYR61-mRNA und des intrazellulären Proteins nach 2 h unter Hypoxie 
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(1% O2) mit einer anschließenden Herunterregulation nachweisen (Gashaw et al., 2008). Die 
hypoxische Regulation von CYR61 wurde auch in Melanomzellen beobachtet (Kunz et al., 
2003). Diese Arbeitsgruppe konnte eine durch c-Jun/AP-1 (ein Komplex aus verschiedenen 
Transkriptionsfaktoren) und HIF-1α (s. 1.3) vermittelte Induktion des CYR61-Promotors in 
Melanomzellen aufzeigen. Die signifikante Hochregulation der CYR61-Promotor-Aktivität 
erfolgte jedoch erst nach 16 h unter Hypoxie mit einer weiteren Erhöhung der Aktivität nach 
24 h im Vergleich zu 20% O2 (Kunz et al., 2003). 
 
Da die Hochregulation der CYR61- und NOV-Expression von einer Akkumulation des HIF-
1α-Proteins begleitet war, wurde die Beteiligung von HIF-1α bei der Hypoxie-stimulierten 
Erhöhung der mRNA- und Protein-Expression von CYR61 und NOV durch die Inkubation 
der JEG3-Zellen mit DMOG unter 20% O2 untersucht. Der Prolylhydroxylasen-Inhibitor 
DMOG ruft eine Stabilisierung des HIF-1α-Proteins unter 20% O2 hervor, indem es den 
Abbau von HIF-1α, welcher durch die initiale Hydroxylierung durch die Prolylhydroxylasen 
induziert wird, inhibiert (Fandrey et al., 2006). Die Inkubation der JEG3-Zellen mit DMOG 
führte wie unter Hypoxie zu einer signifikanten Hochregulation der CYR61- und NOV-
mRNA. Die Hochregulationen unter DMOG-Einfluss stimmen weitestgehend mit den unter 
Hypoxie ermittelten Regulationen überein, auch wenn die Zellen eine zeitlich verschobene 
Reaktion zeigten. Die CYR61-mRNA wurde erst nach 24 h signifikant hochreguliert, die 
NOV-mRNA, nach leichter signifikanter Erhöhung nach 8 h, ebenfalls nach 24 h. Im 
Gegensatz dazu zeigte die CYR61- und NOV-Expression des intrazellulären Proteins bereits 
nach 4 h eine Hochregulation, gefolgt von einer Herunterregulation und erneutem Anstieg 
nach 24 h. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Translation der CYR61- und NOV-
mRNA bereits vor 4 h abgeschlossen und daher keine Hochregulation der mRNA nach 4 h zu 
ermitteln war, sondern nur noch eine stark erhöhte intrazelluläre Protein-Expression. Die 
Ergebnisse weisen auf eine direkte Beteiligung von HIF-1α an der Regulation der 
intrazellulären Protein-Expression von CYR61 und NOV hin. Diese Annahme konnte durch 
siRNA-Versuche, wodurch die Transkription des HIF-1α-Proteins blockiert wurde, bestätigt 
werden. Der Knock-down von HIF-1α unter Hypoxie konnte eine signifikante Abnahme der 
intrazellulären CYR61- und NOV-Expression aufzeigen, welches auf eine direkte Regulation 
der intrazellulären Protein-Expression der beiden CCN-Proteine durch HIF-1α hinweist. 
Bereits Kunz et al. (2003) konnten zeigen, dass HIF-1α an der transkriptionellen Regulation 
von CYR61 unter Hypoxie beteiligt ist. Aber weder die Sequenz von CYR61 noch die von 
NOV beinhaltet ein HRE-Motif in ihrer Promotor-Region. HIF-1α scheint jedoch wichtig für 
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die Regulation von CYR61 zu sein, denn der CYR61-Promotor konnte in HIF-1α negativen 
murinen embryonalen Fibroblasten nicht durch Hypoxie aktiviert werden (Kunz et al., 2003).  
Den Ergebnissen zufolge findet die hypoxische Regulation der intrazellulären CYR61- und 
NOV-Proteine durch HIF-1α statt. Es ist möglich, dass bei akuter Hypoxie, wenn eine 
schnelle Akkumulation des HIF-1α-Proteins auftritt, die Expression der beiden CCN-Proteine 
durch HIF-1α induziert wird, welches eine Akkumulation des intrazellulären Proteins zur 
Folge hat. Diese Akkumulation könnte als erste Reaktion der Zelle verstanden werden, mit 
der die Zelle auf akute Hypoxie reagiert. Die mögliche Beteiligung von hypoxisch-
reguliertem CYR61 an der Trophoblastinvasion wird durch eine Studie von Lin et al. (2008) 
untermauert. Die Blockierung der HIF-1α-Aktivität in CYR61-exprimierenden 
Magenkarzinom-Zellen inhibierte die Invasionsfähigkeit der Zellen, welches vermuten lässt, 
dass die Erhöhung des HIF-1α-Proteins wichtig für die CYR61-vermittelte Invasion ist (Lin et 
al., 2008).  
 
 
4.2.2.2 Die CYR61- und NOV-Sekretion wird durch Hypoxie, jedoch unabhängig 
von HIF-1α, gesteuert 
 
Die Untersuchung der Sekretion von CYR61 und NOV zeigte, wie bei der intrazellulären 
Expression, eine Erhöhung bei Kultivierung der JEG3-Zellen unter Hypoxie. Die Sekretion 
von CYR61 war jedoch über den gesamten Versuchszeitraum erhöht, wogegen die Sekretion 
von NOV erst langsam anstieg und nach 24 h signifikant erhöht war. Die Ergebnisse können 
durch Gashaw et al. (2008) bestätigt werden. Sie kultivierten endometriale HES-Zellen für bis 
zu 24 h unter Hypoxie und konnten eine Hochregulation der CYR61-Sekretion über die 
gesamte Versuchsspanne detektieren. Die Sekretion war bereits nach 1 h erhöht und zeigte 
eine maximal erhöhte signifikante Sekretion nach 2 h. Anschließend fiel die Sekretion ab, 
blieb jedoch bis zu 24 h signifikant erhöht (Gashaw et al., 2008). 
 
Die Untersuchung der HIF-1α-Beteiligung durch Versuche mit DMOG zeigte eine 
unterschiedliche Regulation der Sekretion im Vergleich zu der intrazellulären Protein-
Expression auf. Während die Sekretion unter Hypoxie eindeutig und zudem signifikant erhöht 
war, zeigte die Ermittlung der Expressionslevel des sekretierten Proteins unter DMOG-
Einfluss nur eine leichte bis zum Teil gar keine Erhöhung der Expressionswerte. Diese 
Tatsache könnte darauf hin deuten, dass die Sekretion von CYR61 und NOV möglicherweise 
unabhängig von HIF-1α induziert wird. Die siRNA-Versuche, welche die Expression der 
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beiden CCN-Proteine bei verminderter Expression von HIF-1α unter Hypoxie aufzeigen 
sollten, bestätigten die unter DMOG-Einfluss erzielten Ergebnisse. Die siRNA-Versuche 
zeigten, dass die Sekretion von CYR61 und NOV unabhängig von HIF-1α reguliert zu sein 
scheint. Diese Ergebnisse weisen auf einen weiteren Signalweg hin, der die Sekretion von 
CYR61 und NOV unter Hypoxie im Trophoblasten regulieren muss. 
 
Interessanterweise werden diese Ergebnisse zum Teil von einer Studie von Rimon und 
Kollegen (Rimon et al., 2008) unterstützt, welche die hypoxische Regulation von CTGF in 
Trophoblastzellen von reifen Plazenten untersucht haben. Sie konnten ebenfalls eine 
unterschiedliche Regulation des intrazellulären und des sekretierten Proteins nachweisen. 
Diese Gruppe kultivierte reife Trophoblastzellen mit 1% und 8% Sauerstoff und normalisierte 
die Expression zu den Sauerstoffbedingungen von 20% O2. Die Hypoxie bewirkte eine 
Erhöhung der mRNA- und der sekretierten Protein-Expression von CTGF zeitabhängig mit 
einer signifikanten Hochregulation nach 16 h unter Hypoxie und einer maximalen Expression 
nach 72 h Inkubation. Das intrazelluläre CTGF-Protein zeigte keine Modulation in der 
Expression unter Einfluss von Hypoxie. Entgegen den Ergebnissen von Rimon et al. (2008) 
konnte in dieser Arbeit eine signifikante Hochregulation des intrazellulären CYR61- und 
NOV-Proteins nach 8 h unter Hypoxie nachgewiesen werden, während die Sekretion nach   
24 h unter Hypoxie erhöht war.  
 
Ist die Zelle einer länger anhaltenden Hypoxie ausgesetzt, so könnte diese die Sekretion der 
akkumulierten CYR61- und NOV-Proteine induzieren, welche eine Stimulation oder 
Inhibition der Migrations- und Invasionseigenschaften der Zelle hervorrufen könnte. Sowohl 
für CYR61 als auch für NOV konnte gezeigt werden, dass beide an der Induktion der 
Migration bei der Angiogenese beteiligt sind. CYR61 und NOV können beide die Migration 
von endothelialen Zellen in vitro erhöhen und die Neovaskularisierung in der Cornea in vivo 
induzieren (Babic et al., 1998; Lin CG et al., 2003).  
 
Eine kürzlich erschienene Studie konnte einen anderen Signalweg für die hypoxische 
Regulation von CYR61 nachweisen, welcher unabhängig von HIF-1α agiert. Es konnte 
gezeigt werden, dass Hypoxie die Bindungsaffinität von CREB (cyclic AMP-responsive 
element binding protein) zu der CRE (cyclic AMP-responsive element) -Domäne in dem 
CYR61-Promotor erhöht und die vermehrte CYR61-Sekretion in Lymphomzellen induziert 
(Meyuhas et al., 2008). Es bleibt nachzuweisen, ob die Sekretion des CYR61-Proteins und 
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vielleicht auch des NOV-Proteins unter Hypoxie durch CREB in dem Trophoblastzell-System 
reguliert wird. 
 
 
4.2.2.3 TGF-β3 ist in die Regulation von CYR61 und NOV unter Hypoxie 
involviert  
 
Die HIF-1α-unabhängige, aber Hypoxie-abhängige Regulation der CYR61- und NOV- 
Sekretion rief die Frage auf, ob ein anderer Faktor in der Regulation der beiden sekretierten 
CCN-Proteine beteiligt ist. Daher wurde eine Beteiligung des Wachstumsfaktors TGF-β3, der 
eine Rolle bei der Invasion des EVT in die Dezidua spielt und durch Hypoxie reguliert wird 
(Caniggia et al., 1999, 2000a, 2000b; Nishi et al., 2004), in diesem Prozess untersucht. Die 
unter Hypoxie inkubierten JEG3-Zellen zeigten eine Herunterregulation der intrazellulären 
CYR61-Protein-Expression nach 8 h zugunsten einer erhöhten signifikanten Sekretion des 
Proteins nach Behandlung mit rekombinantem TGF-β3. Im Gegensatz zu der CYR61-
Expression war das intrazelluläre NOV-Protein zu Beginn signifikant herunterreguliert und 
nach 24 h signifikant erhöht, wobei die Sekretion über die gesamte Versuchsspanne nur leicht 
erhöht war. Diese Ergebnisse könnten darauf hindeuten, dass TGF-β3 und Hypoxie in einer 
synergistischen Reaktion die Sekretion von CYR61 erhöhen, da durch die Zugabe von 
rekombinantem TGF-β3 die Expression unter Hypoxie nochmals erhöht wurde. TGF-β3 
scheint jedoch auf die Sekretion von NOV keinen Einfluß zu haben, da nur eine leichte, nicht 
signifikante Veränderung in der Expression nach Zugabe von rekombinantem TGF-β3 zu 
erkennen war. Es ist bereits bekannt, dass der in der Präeklampsie herunterregulierte Faktor 
VEGF (Zhou et al., 2002) von TGF-β und Hypoxie in einer synergistischen Reaktion reguliert 
werden kann (Sánchez-Elsner et al., 2001). Die Arbeitsgruppe um Sánchez-Elsner konnte in 
hepatozellulären Karzinomzellen eine gesteigerte Sekretion von VEGF durch TGF-β unter 
20% O2 und zudem durch Hypoxie alleine nachweisen. Die kombinierte Inkubation der 
Zellen unter Hypoxie- und TGF-β-Einfluss konnte nochmals eine deutliche Steigerung der 
Sekretion im Vergleich zu der Sekretion unter TGF-β oder Hypoxie alleine hervorrufen 
(Sánchez-Elsner et al., 2001).  
 
Neben der Beteiligung von TGF-β an der Sekretion von CYR61 weisen die Ergebnisse auch 
auf eine Beteiligung von TGF-β3 an der Hypoxie vermittelten Hochregulation des 
intrazellulären CYR61- und NOV-Proteins hin. Es ist bereits bekannt, dass CTGF unter 
hypoxischen Bedingungen von Mitgliedern der TGF-β-Familie, vor allem TGF-β1, reguliert 
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wird (Rimon et al., 2008) und durch die vWC-Domäne an TGF-β binden kann und dadurch 
die Aktivität von TGF-β erhöht (Chen CC und Lau, 2009). Ergebnisse einer anderen 
Arbeitsgruppe konnten nachweisen, dass CYR61 und auch NOV durch TGF-β-Faktoren in 
verschiedenen Zelltypen reguliert werden (Lafont et al., 2002, 2005; Bartholin et al., 2007). In 
humanen adrenokortikalen Zellen konnte eine Inhibition von NOV-Transkripten durch TGF-
β1 gezeigt werden, wobei die Signalweiterleitung durch den Transkriptionsfaktor c-Jun und 
MEKK1 und nicht durch die Smad-Proteine, welche üblicherweise durch TGF-β-Signale 
aktiviert werden, erfolgte (Lafont et al., 2002). Diese Studie konnte zum ersten Mal eine 
Inhibition eines CCN-Proteins durch Mitglieder der TGF-β-Familie, anstelle einer Induktion, 
zeigen. Eine andere Studie konnte eine gegenteilige Regulation von NOV in murinen 
Chondrozyten aufzeigen, jedoch für TGF-β2. Durch exogene Zugabe von rekombinantem 
NOV-Protein wurden die mRNA-Level von TGF-β2 hochreguliert, zudem konnte der Knock-
down von NOV durch siRNAs eine Herunterregulation von TGF-β2 bewirken. Weiterhin 
konnte die Arbeitsgruppe eine Inhibition von NOV durch TGF-β1 in murinen Chondrozyten 
aufzeigen (Lafont et al., 2005). Bartholin et al. konnten eine transiente Hochregulation der 
CYR61- und CTGF-mRNA in humanen Hepatokarzinom- und Mammakarzinom-Zellen 
durch Zugabe von TGF-β ermitteln. Zudem zeigten mit Smad3 transfizierte Zellen eine 
erhöhte Stimulation der CYR61-Promotor-Aktivität, welche nochmals durch Transfektion mit 
allen drei, in der Signalweiterleitung von TGF-β involvierten, Smad-Proteinen (Smad 2, 3 und 
4) gesteigert werden konnte. Sequenz-Analysen zeigten, dass der CYR61-Promotor sensitiv 
auf die Induktion von TGF-β-Signalen reagiert, da dieser drei funktionelle Smad-bindende 
Elemente enthält (Bartholin et al., 2007). Ob TGF-1 und TGF-2 in dem von uns 
untersuchten Trophoblast-System eine Rolle spielen, bleibt zu untersuchen. 
 
Der Anstieg der intrazellulären Protein-Expression beider CCN-Proteine durch TGF-β3 lässt 
die Frage zu, ob TGF-β3 zusammen mit HIF-1α die hypoxische Regulation von CYR61 und 
NOV vermittelt. Caniggia et al. (2000b) fanden heraus, dass TGF-β3 parallel zu der HIF-1α-
Expression unter 3% O2 in plazentaren Explants des ersten Trimesters exprimiert wird. Beide 
mRNA-Level waren unter niedrigen Sauerstoffbedingungen hochreguliert. Antisense-
Inhibition der HIF-1α-mRNA zeigte eine Herunterregulation der TGF-β3-mRNA, welches die 
Arbeitsgruppe vermuten ließ, dass TGF-β3 durch HIF-1α in plazentaren Explants reguliert 
wird. Die Antisense-Inhibition von TGF-β3 zeigte keine Herunterregulation von HIF-1α, 
welches auf eine einseitige Regulation schließen ließ (Caniggia et al., 2000b). Eine andere 
Arbeitsgruppe untersuchte die Expression von HIF-1α und TGF-β3 in präeklamptischen 
Plazenten und Plazenten von normalen Schwangerschaften des gleichen Gestationsalters    
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(22. - 41. SSW). Sie konnten zunächst in beiden Gruppen eine Expression der TGF-β3-
mRNA nachweisen, jedoch war die mRNA-Expression in den präeklamptischen Plazenten im 
Vergleich zu den normalen Plazenten stark erhöht. Die Analyse der Protein-Expression 
zeigte, dass alle präeklamptischen Plazentaproben HIF-1α und TGF-β3 exprimierten, 
wogegen keine der beiden Proteine in den Plazentaproben der normalen Schwangerschaften 
zu finden waren. Dieses ließ den Schluss zu, dass die Expressionslevel der TGF-β3-mRNA 
mit den Proteinleveln von HIF-1α- korrelierten (Nishi et al., 2004). Zudem konnte eine Studie 
mit humanen primären dermalen Fibroblasten zeigen, dass die Hochregulation von CTGF 
über Hypoxie und HIF-1α erfolgt, wobei diese Hochregulation zusätzlich durch TGF-β 
verstärkt wurde (Hong et al., 2006; Rimon et al., 2008).  
 
In dieser Arbeit konnte außerdem eine gegensätzliche Regulation von CYR61 und NOV- 
intrazelluläres versus sekretiertes Protein - nach Inkubation mit TGF-β3 und Hypoxie 
festgestellt werden. Durch länger anhaltende Hypoxie (24 h) führte die Inkubation der Zellen 
mit TGF-β3 zu einer Hochregulation der intrazellulären NOV- und sekretierten CYR61-
Proteinlevel. Diese Erkenntnisse könnten darauf hindeuten, dass das intrazelluläre NOV 
stärker an der Wachstumsregulation der Trophoblastzellen beteiligt ist, welches durch 
vorhergehende Studien von Gellhaus et al. (2004), wie bereits unter 4.2.1 diskutiert wurde, 
bestätigt wird. Da aus den gegenwärtigen Ergebnissen hervorgeht, dass das sekretierte 
CYR61 durch TGF-β3 und Hypoxie hochreguliert wird, scheint CYR61, im Gegensatz zu 
dem intrazellulären NOV, stärker in den Migrationsprozess von Trophoblastzellen involviert 
zu sein.  
 
 
4.2.2.4 Einfluss von sekretiertem CYR61 und NOV auf die Trophoblastinvasion 
und mögliche Signalwege 
 
Die Tatsache, dass CYR61 und NOV durch HIF-1α und TGF-β3 unter Hypoxie reguliert 
werden, weist auf eine Beteiligung der beiden CCN-Proteine an dem Invasionsvorgang des 
Trophoblasten hin. Während der frühen Schwangerschaft ist die HIF-1α- und TGF-β3-
Expression erhöht (Caniggia et al., 2000b) und es ist bekannt, dass die Hypoxie essentiell für 
die Invasionsfähigkeit des Trophoblasten ist (Genbacev et al., 1996, 1997; Jauniaux et al., 
2006). Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die EVT-Zellen in den Zellsäulen von 
plazentaren Explants und in Matrigel invadierte EVT-Zellen eine Expression von CYR61 und 
NOV aufwiesen.  
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Eine maßgebliche Beteiligung von TGF-β3 an der Trophoblastinvasion konnte bereits 1999 
nachgewiesen werden (Caniggia et al., 1999). Die in präeklamptischen plazentaren Explants 
nicht vorhandene Invasion der Trophoblastzellen konnte durch eine Inhibition von TGF-β3 
induziert werden, welches bedeutet, dass TGF-β3 ein Inhibitor der Trophoblastinvasion zu 
sein scheint (Caniggia et al., 1999). Da TGF-β3 die Trophoblastinvasion inhibiert und nicht 
induziert, ist es zunächst widersprüchlich, dass TGF-β3 zwei vermeintlich Invasion-
stimulierende Faktoren wie CYR61 und NOV reguliert. Die erzielten Ergebnisse scheinen 
zum Einen auf eine Beteiligung der beiden CCN-Proteine an der Trophoblastinvasion 
hinzuweisen, da sie in den invasiven EVT-Zellen der plazentaren Explants exprimiert werden 
und in den JEG3-Zellen durch Hypoxie hochreguliert sind. Zum Anderen werden CYR61 und 
NOV durch TGF-β3 unter Hypoxie reguliert. Die Expression von TGF-β3 ist zwischen der 6. 
und 8. SSW am höchsten und fällt anschließend ab der 9. SSW, zur Zeit der maximalen 
Trophoblastinvasion (Aplin et al., 1991), drastisch ab. Diese Herunterregulation korreliert mit 
dem Zeitpunkt der Trophoblast-Differenzierung, während dessen die Trophoblastzellen die 
Expression von Oberflächenmarkern hinsichtlich eines invasiven Phänotyps ändern. Zu dieser 
Umwandlung gehören u.a. die Änderung von Integrin-Isoformen (Bischof et al., 1993; 
Damsky et al., 1994; St.-Jacques et al., 1994) und die Hochregulation von MMPs (Librach et 
al., 1994). Die MMPs degradieren Moleküle der EZM, um eine Invasion der 
Trophoblastzellen bis tief in das plazentare Bett zu ermöglichen, wo diese die maternalen 
Spiralarterien umgestalten. Die Hochregulation der CYR61- und NOV-Expression könnte mit 
der Änderung der Oberflächenmoleküle der Trophoblastzellen korrelieren und Teil dieser 
zellbiologischen Veränderungen der Trophoblastzellen zu einem invasiven Phänotyp sein. 
Infolge der CYR61- und NOV-Akkumulation könnte die TGF-β3-Expression nach 
erfolgreicher Induktion von CYR61 und NOV, als Vorbereitung des invasiven Phänotyps, 
abfallen.  
Einen zusätzlichen Hinweis für die Beteiligung von CYR61 und NOV an der 
Trophoblastinvasion liefert die Tatsache, dass die sekretierten Formen von CYR61 und NOV 
in der Lage sind, durch die Integrine αvβ3 und α6β1 die Adhäsion und Migration von 
humanen Endothelzellen zu vermitteln (Babic et al., 1999; Leu et al., 2002; Ellis et al., 2003). 
Dieses sind die gleichen Integrine, welche in EVT-Zellen zu Beginn der Trophoblastinvasion 
exprimiert werden (Damsky et al., 1994). In humanen Fibroblasten kann CYR61 die 
Migration durch Bindung an αvβ5 stimulieren (Grzeszkiewicz et al., 2001) und NOV ist in der 
Lage durch α5β1 die Adhäsion und Migration von humanen Endothelzellen zu vermitteln (Lin 
et al., 2003). Zudem kann CYR61 die Expression der EZM-Komponente Typ II Collagen bei 
der Chondrozyten-Differenzierung regulieren (Wong et al., 1997), welches auf eine 
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Beteiligung an der Regulation von EZM-Komponenten hinweist. Weiterhin kann die CYR61-
Expression durch TGF-β, dessen Hauptaufgabe die Regulation der EZM-Synthese ist 
(Roberts et al., 1992), induziert werden (Bartholin et al., 2007). Es wäre daher denkbar, dass 
CYR61 durch TGF-β als negativer Mediator der EZM-Synthese wirkt und somit die 
Migration und Invasion von Zellen ermöglicht wird. Außerdem kann NOV mit dem EZM-
assoziierten Glykoprotein Fibulin-1C interagieren (Perbal, 1999), welches an der 
Zelladhäsion beteiligt ist (Argraves et al., 1998). Ferner besitzen die CCN-Proteine eine 
Bindungsaffinität zu HSPGs, welche die Integrin-vermittelte Zell-Matrix- und Zell-Zell-
Adhäsion modifizieren können (Woods und Couchman, 1998). In humanen Fibroblasten und 
glattten Muskelzellen konnte nachgewiesen werden, dass die durch CYR61-induzierte Zell-
Adhäsion durch das Integrin α6β1 und HSPGs vermittelt wird (Chen et al., 2000; 
Grzeszkiewicz et al., 2002).  
 
 
4.3 Einfluss von CYR61 und NOV in der Pathogenese der Präeklampsie  
 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen eine durch Hypoxie hervorgerufene Regulation von 
CYR61 und NOV in humanen plazentaren Explants des ersten Trimesters und in der 
invasiven Trophoblast-Zelllinie JEG3. In JEG3-Zellen konnte eine zusätzliche Beteiligung 
von HIF-1α und TGF-β3 bei der Regulation der beiden CCN-Proteine nachgewiesen werden. 
Die Tatsache, dass CYR61 und NOV von HIF-1α und TGF-β3 unter Hypoxie reguliert 
werden, könnte auf ihre Beteiligung an der Schwangerschaftserkrankung Präeklampsie 
hinweisen. HIF-1α und TGF-β3 werden in präeklamptischen Plazenten erhöht exprimiert 
(Caniggia et al., 1999; Sun et al., 2006; Zamudio et al., 2007; Rajakumar et al., 2008) und 
scheinen somit eine Rolle bei dieser Erkrankung zu spielen.  
 
Die mögliche Beteiligung von CYR61 und NOV bei der Entstehung der Präeklampsie wird 
zudem durch eine Studie über Trophoblast-Riesenzellen in präeklamptischen Plazenten 
unterstützt. Es konnte eine diffuse Färbung für CYR61 und NOV im Zytoplasma und Nukleus 
der präeklamptischen Plazenten nachgewiesen werden, im Gegensatz zu der starken 
punktuellen zytoplasmatischen Lokalisation und schwachen Expression im Nukleus der 
beiden CCN-Proteine in Trophoblast-Riesenzellen von gesunden Plazenten des gleichen 
Gestationsalters (Gellhaus et al., 2006). Diese Veränderung in der Lokalisation könnte ein 
Hinweis auf eine aktive Rolle von CYR61 und NOV in der Präeklampsie darstellen. 
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass CYR61 und NOV Hypoxie induzierte Gene in 
humanen plazentaren Explants des ersten Trimesters und in der invasiven Trophoblast-
Zelllinie JEG3 sind. In JEG3-Zellen werden beide CCN-Proteine durch HIF-1α als auch von 
TGF-β3 unter hypoxischen Bedingungen reguliert. Die hypoxische Regulation der CYR61-
und NOV-Sekretion scheint jedoch durch einen anderen Signalweg zu erfolgen, welcher 
unabhängig von der Regulation des intrazellulären Proteins stattfindet. Die physiologischen 
Auswirkungen dieses hypoxischen Effekts auf die CYR61- und NOV-Expressionsstärke 
bedürfen weiterer Untersuchungen. Sie könnten möglicherweise einen tieferen Einblick in die 
Pathogenese der Präeklampsie ermöglichen hinsichtlich der beeinträchtigten 
Invasionsfähigkeit von Trophoblastzellen.  
 
 
4.4 Ausblick 
 
Inwieweit die Regulation der intrazellulären CYR61- und NOV-Proteine von HIF-1α und 
TGF-β3 gesteuert wird könnte durch weiterführende Experimente geklärt werden. So könnte 
die antisense-Inhibition von HIF-1α zusammen mit der antisense-Inhibition von TGF-β3 
Aufschluss über deren Beteiligung in der Regulation von CYR61 und NOV geben. Zudem 
könnte die Regulation der CYR61- und NOV-Expression unter Hypoxie mit Hilfe der 
Chromatin-Immunpräzipitation untersucht werden, damit zunächst der beteiligte 
Transkriptionsfaktor bzw. -komplex ermittelt werden kann. Anhand dessen könnte die 
Signalkaskade durch Ko-Immunpräzipitationen oder Inhibition bestimmter vermeintlich 
beteiligter Faktoren analysiert werden. Zu diesen Faktoren könnten z.B. die Smad-Proteine 
gehören, welche durch TGF-β induzierte Signale weiterleiten und durch Zusammenwirkung 
mit HIF-1α die Hypoxie- und TGF-β-vermittelte Sekretion von VEGF induzieren können 
(Sánchez-Elsner et al., 2001). 
Der Einfluss von CYR61 und NOV auf die Trophoblastinvasion könnte durch verschiedene 
weiterführende Experimente analysiert werden: (1) Inkubation von humanen plazentaren 
Explants des ersten Trimesters mit rekombinantem CYR61 und/oder NOV um einen hohen 
Gehalt an sekretiertem Protein zu simulieren und die mögliche Veränderung der 
Invasionseigenschaften zu untersuchen; (2) Transfektion von plazentaren Explants mit siRNA 
gegen CYR61- und/oder NOV zur Untersuchung der Relevanz der beiden Faktoren; (3, 4) 
vergleichende Invasionsexperimente mit (3) stabilen JEG3-Transfektanten für CYR61 
und/oder NOV, bzw. (4) mit CYR61- und/oder NOV siRNA transfizierten JEG3-Zellen in 
einem Matrigel-Invasionsassay. 
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5  Zusammenfassung 
 
In der Plazenta-Entwicklung ist die Invasion von extravillösen Trophoblastzellen in das 
maternale Kompartment, die Dezidua, Vorraussetzung, um dem Embryo Zugang zum 
maternalen Blutkreislauf zu ermöglichen. Die Plazenta entwickelt sich zu Beginn der 
Schwangerschaft in einem hypoxischen Milieu, welches den Stimulus für die Invasion des 
Trophoblasten in die Dezidua darstellt. Die Trophoblastzellen migrieren in die maternalen 
Spiralarterien und bewirken eine Umgestaltung der Spiralarterien in Gefäße mit einem 
geringen Widerstand. Dieses führt zu einer erhöhten Durchflussleistung des Blutstroms, 
wodurch die Versorgung des Embryos mit Nährstoffen und Sauerstoff garantiert wird. Diese 
Trophoblastinvasion ist in der Schwangerschaftserkrankung Präeklampsie gestört, welches zu 
einer Unterversorgung des Embryos und einer chronischen Hypoxie in der Plazenta führt. Da 
bei dieser Erkrankung die Migration des Trophoblasten betroffen ist, wurde in der 
vorliegenden Arbeit die Regulation der CCN-Proteine CYR61 (CCN1) und NOV (CCN3) 
untersucht, die eine wichtige Rolle bei diesen Prozessen zu spielen scheinen. Diese 
matrizellulären Proteine sind in die Regulation von verschiedenen zellulären Prozessen 
involviert, zu denen u.a. die Angiogenese, Migration, Invasion, Proliferation und 
Differenzierung gehören. Da bekannt ist, dass beide Moleküle in der Plazenta exprimiert 
werden und in der Präeklampsie dereguliert sind, wurde die Regulation und Lokalisation von 
CYR61 und NOV in humanen plazentaren Explants des ersten Trimesters und in der 
Chorionkarzinom-Zelllinie JEG3, als Modell für den invasiven Trophoblasten, unter 
verschiedenen Sauerstoff-Konzentrationen untersucht.  
Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine starke Expression von CYR61 und NOV in 
invadierenden extravillösen Trophoblastzellen, kultiviert unter 3% O2, beobachtet werden. 
Zudem wurde ein signifikanter Anstieg der Expression der beiden Proteine unter geringen 
Sauerstoffbedingungen von 3% O2 im Vergleich zu 8% O2, der physiologischen 
Sauerstoffkonzentration der reifen Plazenta, und 20% O2, der in vitro Standard-
Kulturbedingung, nachgewiesen.  
In JEG3-Trophoblastzellen konnte eine signifikante Hochregulation der intrazellulären 
Protein-Expression und der Sekretion von CYR61 und NOV unter hypoxischen Bedingungen 
von 1% O2 im Vergleich zur Expression unter 20% O2 nachgewiesen werden, welches mit 
einer Stabilisierung des Hypoxie induzierten Faktors (HIF)-1α korrelierte. Die Beteiligung 
von HIF-1α an der Regulation von CYR61 und NOV wurde zum Einen durch Behandlung der 
JEG3-Zellen mit DMOG (Dimethyloxalylglyzin), welches die Stabilisierung des HIF-1α 
Proteins unter 20% O2 simuliert, und zum Anderen durch ein Knock-down der HIF-1α-
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Expression unter Hypoxie mittels siRNAs untersucht. Diese Untersuchungen ergaben, dass 
nur der Anstieg der intrazellulären Protein-Expression von CYR61 und NOV von HIF-1α 
abhängig ist, jedoch nicht die Sekretion der beiden Proteine. Außerdem konnte eine 
Beteiligung von TGF-β3, einem wichtigen Faktor bei der Trophoblastinvasion, bei der 
Erhöhung der intrazellulären CYR61- und NOV-Proteine sowie der Sekretion von CYR61 
unter Hypoxie ermittelt werden.  
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass die Expression der intrazellulären und 
der sekretierten CYR61- und NOV-Proteine unter niedrigen Sauerstoffkonzentrationen durch 
zwei Signalwege reguliert wird. Die Regulation der intrazellulären CCN-Proteine scheint 
durch Hypoxie und HIF-1α zu erfolgen, wogegen die Sekretion durch eine Kombination aus 
Hypoxie und TGF-β3 reguliert zu sein scheint. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass eine 
Störung in der Expression von CYR61 und NOV an der maternalen-fötalen Schnittstelle, 
hervorgerufen durch eine Unterversorgung an Sauerstoff, eine Ursache für die unzureichende 
Invasion des Trophoblasten in dem Krankheitsbild der Präeklampsie sein könnte.  
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7.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
Abb.   Abbildung 
AP-1    adaptor-related protein complex-1 
APS   Ammoniumpersulfat 
ARNT   aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 
ATCC   American Type Culture Collection 
bFGF    basic fibroblast growth factor 
bHLH-PAS  basic helix-loop-helix-Per-ARNT-Sim 
BMP   bone morphogenic protein 
Bp   Basenpaar 
BSA   bovine serum albumine 
CCN   CYR61/CTGF/NOV 
CD34+   cluster of differentiation 34+ 
cDNA   complementary DNA 
CRE   cyclic AMP-responsive element 
CREB   cyclic AMP-responsive element binding protein  
CT   Carboxy-terminal 
CTGF   connective tissue growth factor  
Cx43    Connexin43 
CYR61  cysteine-rich 61  
DAB   Diaminobenzidin 
DABCO  1,4-Diazabicyclo(2.2.2)octan 
DAPI    4′,6′-Diamidino-2-Phenylindole Hydrochlorid 
DEPC   Diethylpyrocarbonat 
DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMOG   Dimethyloxalylglyzin 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
Dnase    Desoxyribonuklease 
dNTP   Desoxynukleotid-Triphosphat 
dsRNA  doppelsträngige RNA 
DTT    Dithiothreitol 
E   Tag der Embryonalentwicklung 
EProbe   Extinktion der Probe 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
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EGF   epidermal growth factor 
ERK   extracellular signal-related kinase 
EVT   extravillöser Trophoblast 
EZM    extrazelluläre Matrix 
FA   focal adhesion 
FAK   focal adhesion kinase 
FBS   fetal bovine serum 
Fe(II)   Eisen(II) 
fg   Femtogramm 
GCM1   glial cells missing 1 
GTP   Guanosin-Triphosphat 
h   Stunde 
hCG   human chorionic gonadotropin 
HCl   Salzsäure 
HE   Hämatoxylin-Eosin 
HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-Piperazinyl)-Ethansulfonsäure 
Hg   Quecksilber 
HIF   hypoxia inducible factor 
HLA   human leukocyte antigen 
H2O   Wasser 
H O Wasserstoffperoxid 2 2   
hPL   human placental lactogen 
HPLC-H2O  High Pressure Liquid Chromatography-H2O 
HRE   hypoxia responsive element 
HRP   horseradish peroxidase 
HSPG   Heparansulfat-Proteoglykan 
IGF   insulin-like growth factor 
IGFBP   insulin-like growth factor binding protein 
IHC   Immunhistochemie 
IL-1   interleukin-1 
IUGR   intrauterine growth restriction 
IVF   in vitro Fertilisation 
IZC   Immunzytochemie 
KCl   Kaliumchlorid 
kDa   Kilodalton 
M   Molar 
mA   Milliampere 
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MAPK  mitogen activated protein kinase 
MAV-1  myeloblastosis associated virus-1 
MEKK1  mitogen-activated/extra cellular response kinase kinase 1 
MEM   minimum essential medium  
min   Minute 
mM   Millimolar 
MMLV RT  moloney murine leukemia virus reverse transkriptase 
MMPs   Matrix-Metallo-Proteinasen 
mRNA  messenger RNA 
NaCl   Natriumchlorid 
NK   natural killer 
nm   Nanometer 
nM   Nanomolar  
N-terminal  Amino-terminal 
NOV   nephroblastoma overexpressed  
Novdel3-/-  Deletion des Exon 3 im NOV-Gen 
O2   Sauerstoff 
OCT   Optimal Cutting Temperature™ 
ODD   oxygen-dependent degradation domain 
PAI-1   plasminogen activator inhibitor-1 
PBS   phosphate buffered saline 
PCR   polymerase chain reaction 
PDGF   platelet-derived growth factor 
PE    Präeklampsie 
PFA   Paraformaldehyd 
pg   Picogramm 
PHD   Prolylhydroxylase 
PLGF   placental growth factor 
Pro   Prolin 
pVHL   von Hippel-Lindau Tumor Suppressor-Protein  
RAC-1  RAS-related C3 botulinum toxin substrate 1 
RGD   Arg–Gly–Asp 
RISC   RNA-induced Silencing Complex 
RhoA   Ras homolog gene family, member A 
RNA   Ribonukleinsäure 
RT   Raumtemperatur / Reverse Transkriptase 
s   Sekunde 
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SDS   sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE  sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
sEng   soluble endoglin 
sFlt1   soluble FMS-related tyrosine kinase 1 
siRNA   short interfering RNA 
Smad   mothers against decapentaplegic homolog 
SSW   Schwangerschaftswoche  
Tab.   Tabelle 
TβR-I    signal transducing type I receptor 
TβR-II   ligand-binding type II receptor  
TEMED  Tetramethylethylendiamin 
TGF-β   transforming growth factor-β 
Tie-2 tyrosine kinase with immunoglobulin and EGF factor homology 
domains 1 
TNF-α   tumor necrosis factor-α 
TSP-1   thrombospondin type I repeat  
uPA   urokinase-type plasminogen activator 
üN   über Nacht 
U   Unit 
VEGF   vascular endothelial growth factor 
vWC   von Willebrand factor type C repeat 
WB   Western Blot  
WHO   world health organisation 
WISP   Wnt-induced secreted protein 
Wnt wingless-type murine mammary tumor virus integration site family 
x g   -fache Erdbeschleunigung 
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